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Hace algún tiempo leí una frase que, aunque inicialmente me pareció confusa, me 
impactó y creo que este es un buen momento para reproducirla: “Aprender cómo pensar 
significa realmente cómo ejercer control sobre cómo y qué piensas; lo que significa ser lo 
bastante consciente para elegir a qué prestas atención y cómo construir significado desde la 
experiencia” (Foster Wallace, 2005). Pues bien, afortunadamente he podido ejercer esa 
libertad a lo largo de estos años prestando atención a distintos contenidos desde diferentes 
niveles de estudio. En esta experiencia no he estado sola y han intervenido muchas personas 
quienes con su forma de ver los problemas, sus conocimientos y su buen hacer me han 
abierto un abanico de posibilidades. Así que es el momento de dar las gracias más sinceras a 
todas y cada una de ellas, esperando no olvidar a nadie (y si lo hago perdonadme). Para ello 
comenzaré por las directoras de este trabajo. 
Muchas gracias a las dos por todo lo que me habéis enseñado, no os imagináis la 
influencia que habéis tenido sobre mí en estos años, no sólo en mi formación sino también en 
la visión de la Ciencia y del mundo que lo rodea. Sois muy diferentes pero afortunadamente 
complementarias y eso se traduce en una formación mucho más enriquecedora, así que me 
siento privilegiada por haberos tenido como directoras de tesis y por haberme adentrado en 
este campo tan interesante. Un día confiasteis en mí, a pesar de la lejanía desde la cual 
procedía, y me disteis una oportunidad que he intentado aprovechar. Siempre habéis estado 
a mi lado y resuelto de forma muy eficiente las dificultades con las que me he encontrado a 
lo largo de este tiempo. 
Pilar, desde que me enseñaste a hacer mi primera miniprep (cuánto tiempo ya) no 
he parado de aprender día a día. Ahora mirando hacia atrás me he dado cuenta del peso 
tan importante que has tenido sobre mi formación. Has sido paciente conmigo y me has ido 
orientando paso a paso. Además, tu forma de plantearte las dificultades me ha ayudado a 
ver que otras opciones también son posibles. He aprendido mucho de ti y por eso tengo que 
darte las gracias.  
Paola, sinceramente creo que eres una de las personas más trabajadoras y eficientes 
que he conocido. Envidio, sanamente, tu capacidad de concentración, conocimientos, y la 
forma de conceptualizar los problemas. Siempre has tenido una sonrisa y buenas palabras 
cada vez que te he interrumpido, cosa que valoro tremendamente, y soluciones prácticas a 
todos los problemas científicos y no científicos que te he planteado en este tiempo.  
Y ahora mis compañeros, muchas gracias a todos vosotros, especialmente a Lara por 
esos momentos de charla e introspección, la de chocolate que hemos comido y nos queda aún 
por comer; a Afri por su fuerza ante la vida, espero que se cumpla tu sueño; a Luisa, 
aprendí mucho de ti y disfruté siendo tu compañera de escritorio, mucho ánimo; a Javi por 
sus risas y su forma de ver la vida, a Chus por su gran ayuda en las fases finales de la tesis, 
a Curro por tus electroporaciones y enseñarme esta técnica, no veas cómo electroporo 
ahora; y a todos los demás Ale, Beatriz, Chus, Cristina, Elsa, Flor, Isidro, Juan, Marcos, 
María, Miriam, Noe, Raquel y Thomas, de todos vosotros me llevo cosas muy buenas. 
También quiero dar las gracias a los buenos profesores que tuve en Psicología y 
Nutrición, por haberme ayudado con cosas que de lo contrario me habrían resultado 
difíciles, ayudarme a perder mi miedo hacia la Biología y por supuesto transmitirme su 
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entusiasmo por este trabajo. Probablemente de no haber sido por ellos no habría comenzado 
en investigación o lo habría abandonado. Luis, muchas gracias por explicarme tan bien el 
metabolismo y por confiar en mí, espero que sigas siendo tan buen profesor como lo fuiste 
conmigo. 
Quiero dar las gracias además a Carlos Vicario y toda la gente de su laboratorio, 
Carlos Omar, Çagla, Inma, Eva D., Eva R., María José, y Vanesa, me he sentido muy bien 
con todos vosotros este año, he aprendido muchísimo y habéis conseguido hacerme más 
llevadera la etapa quizás más árida de la tesis.  
Y no puedo terminar sin dar las gracias a las Instituciones como el Instituto Cajal, el 
CBMSO, la UAM y el C.U. Cardenal Cisneros. Y por supuesto, a los alumnos que he conocido 
a lo largo de estos años. Ellos afortunadamente me contagian tanto sus curiosidades como su 
ilusión, algo imprescindible en este trabajo, y me empujan a seguir formándome. Para 
finalizar dejo a los más cercanos, mis grandes pilares: mi familia, que ha ido aumentando en 
estos años dándome muchas alegrías y mis amigos “de toda la vida”, quienes siempre han 
estado ahí haciéndome reír incluso en los momentos más duros.  
 















Las proteínas Secreted Frizzled Related Proteins (Sfrps) son una familia de moléculas solubles 
relacionadas estructuralmente con la parte extracelular de los receptores Frizzled. Además de su papel 
como antagonistas de los ligandos Wnt, estas proteínas tienen otras funciones. Trabajos previos del 
laboratorio han demostrado que, en retina periférica, las Sfrps son requeridas para la activación de la vía 
de señalización Wnt/β-catenina al favorecer la difusión de los ligandos Wnt. En la retina neural central 
en cambio, las Sfrps modulan la actividad metaloproteinasa ADAM10, una α-secretasa responsable del 
procesamiento de múltiple substratos, incluidos los receptores Notch y la proteína precursora de 
amiloide (APP). A través de la regulación de Notch, las Sfrps por lo tanto contribuyen a una correcta 
neurogénesis en la retina. 
En esta tesis hemos analizado si esta doble función de las Sfrps ocurre únicamente en la retina 
o se produce también en otras regiones del Sistema Nervioso Central del ratón. Por ello, nos hemos 
centrado en el telencéfalo donde Sfrp1 se expresa abundantemente durante la etapa embrionaria. 
Nuestros datos indican que la inactivación genética de Sfrp1 implica un descenso en la señalización de la 
vía Wnt/β-catenina en el palio medial embrionario con una consecuente reducción del primordio 
hipocampal y una expansión de la futura neocorteza, defectos que se mantienen en estadios 
postnatales. Por otro lado, en el palio dorsal, los embriones Sfrp1
-/-
 presentan de forma transitoria una 
mayor activación de la vía de señalización de Notch y una leve disminución de la expresión de Axina2, 
una diana de la vía β-catenina. Estos cambios moleculares se asocian a un incremento en la proliferación 
de los progenitores, con el resultado que el neocórtex postnatal de los ratones Sfrp1
-/- 
es más grueso. 
Sfrp1 se expresa en la corteza cerebral también en la etapa adulta, y su expresión aumenta en 
situaciones patológicas como la Enfermedad de Alzheimer (EA). En esta tesis nos hemos preguntado si 
Sfrp1, regulando ADAM10, influye en el procesamiento de APP y por lo tanto en la formación de placas 
amiloideas. Puesto que ADAM10 corta APP dentro de la secuencia Aβ, generando un fragmento sAPPα y 
previniendo la formación de péptidos Aβ, una mayor actividad de ADAM10 debería aumentar los niveles 
de sAPPα y disminuir los de Aβ. Nuestro análisis demuestra que en ratones silvestres la inactivación 
genética de Sfrp1 incrementa los niveles de sAPPα. Además, en un modelo murino de EA junto a la 
deficiencia de Sfrp1, se observa un descenso en el número de placas amiloideas y de los daños 
cognitivos que normalmente caracterizan estos ratones. 
En su conjunto, los datos obtenidos en este trabajo revelan que Sfrp1 desempeña un papel 
importante en la corteza cerebral durante el desarrollo embrionario y en la homeostasis del cerebro 
adulto. Además, abre una importante puerta en la comprensión de las bases moleculares de 









Secreted Frizzled Related Proteins (SFRPs) are a family of soluble molecules structurally related to the 
extracellular part of the Frizzled receptor. Besides acting as Wnt ligand antagonists, these proteins have several 
additional Wnt-related and unrelated functions. Previous work from the laboratory has shown that in the 
retinal periphery Sfrp proteins are required for Wnt/βcatenin signaling activation by favoring Wnt ligand 
diffusion. In central neural retina, Sfrps modulate Adam10 metalloproteinase activity, which is the a-secretase 
responsible for Notch receptor and amyloid precursor protein (APP) cleavage. Through regulation of Notch, the 
sFRPs contribute to a correct retinal neurogenesis. 
In this thesis we have analyzed whether this double function is unique to the retina or operates in 
other regions of the mouse central nervous system. We have focused on the forebrain where Sfrp1 is strongly 
expressed during the embryonic stages. Our data indicate in the developing telencephalon genetic inactivation 
of Sfrp1 cause a reduction in canonical Wnt signaling. As a consequence the hippocampal primordium is 
reduced and the future neocortex expanded defects that persist in postnatal stages. Furthermore, at early 
stages of corticogenesis of the dorsal pallium, the null Sfrp1 embryos present a transiently enhanced activity of 
Notch signaling and a small decrease in Axin 2 expression, a direct target of β-catenin pathway. These 
molecular changes lead to an increased in proliferation and to a thicker postnatal neocortex.  
Sfrp1 is expressed at low levels in the cerebral cortex also in adulthood, but its expression increases in 
pathological conditions such as Alzheimer's Disease (AD). In this thesis we have asked whether in the brain, 
Sfrp1 regulates ADAM10 proteolytic activity, modulating APP cleavage and consequently affecting the amyloid 
plaques formation.ADAM10 cleaves APP within the Aß sequence, generating a fragment sAPPα impeding the 
formation of Aß peptides. Thus, increased ADAM10 activity should result in an increase and decrease sAPPα 
and Aß fragments, respectively. Our analyses show that genetic inactivation of Sfrp1 in wild type mice increases 
the cortex levels of sAPPα. Furthermore, Sfrp1 deficiency in a murine model of AD, cause a reduction in the 
number of amyloid plaques and in the cognitive impairments which characterize these mice. 
Taken together, the data obtained from this study show that Sfrp1 play an important role in cerebral 
cortex during embryonic development and in the homeostasis adult brain. It also opens an important 
alternative in understanding the molecular basis of developmental disorders such as autism and the diagnosis 
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1. INTRODUCCIÓN  
La corteza cerebral es una de las estructuras más complejas del Sistema Nervioso (SN) 
que se encargada de controlar las funciones cognitivas superiores. En los humanos, entre un 
70-80% de las neuronas del SN se localizan en esta estructura siendo de gran importancia el 
desarrollo y homeostasis del tejido cortical, el cual  está bajo el control de múltiples procesos 
coordinados en el espacio y tiempo.  
En cuanto a su origen embrionario, la corteza cerebral deriva de la parte más anterior 
de la placa neural del ectodermo que, cuando adquiere las características neurales, se 
regionaliza molecularmente subdividiéndose en diferentes territorios y transformándose en el 
tubo neural. La parte más anterior del tubo neural sufre grandes cambios anatómicos dando 
lugar a tres vesículas, entre las que se encuentra el prosencéfalo primario. Con el paso del 
tiempo, éste vuelve a vesicularizarse y se transforma, entre otras estructuras, en las vesículas 
telencefálicas, que están sometidas a un gran crecimiento hasta que se convierten en la 
corteza cerebral y el subcórtex.  
El establecimiento del campo morfogenético del telencéfalo está controlado por varias 
moléculas de señalización y factores de transcripción. Estas proteínas posibilitan la 
regionalización en el eje dorso-ventral y antero-posterior y por tanto el desarrollo correcto de 
la corteza cerebral. La familia de proteínas Wnt forma parte de este entramado molecular 
favoreciendo tanto la dorsalización como la posteriorización de esta estructura. Sus funciones 
están finamente reguladas por múltiples proteínas entre las que se encuentran la proteína 
Sfrp1 (del inglés Secreted Frizzled Related Protein 1), aunque como veremos más adelante 
Sfrp1 además tiene funciones independientes de Wnt. Estudios en pez medaka y pollo 
muestran que Sfrp1 se expresa en estadios muy tempranos en la placa neural anterior al final 
de la gastrulación y en el telencéfalo al final de la neurulación y estadios posteriores (Esteve et 
al., 2004; Esteve et al., 2000). Tanto la sobre-expresión como la interferencia de Sfrp1 en pez 
medaka produce cambios en el dominio telencefálico (Esteve et al., 2004; Lopez-Rios et al., 
2008). Sin embargo, su papel en mamíferos aún no se ha analizado lo que hace necesario 
explorar su función. 
Postnatalmente, la corteza cerebral continua cambiando y sufre continúas 
reorganizaciones en la conectividad neural que posibilitan, en último término, el desempeño 
de las funciones cognitivas. Fenómenos que interfieren en este proceso van a dar como 
consecuencia la aparición de graves enfermedades neuropsicológicas como la enfermedad de 
Alzheimer (EA). Sfrp1 también se expresa durante la etapa postnatal en la corteza cerebral en 
ratón (Shimogori et al., 2004) y su nivel se incrementa en el hipocampo de pacientes con EA 
(Blalock et al., 2004). Sin embargo, tampoco se ha explorado su función en esas situaciones. Lo 
que nos lleva a preguntarnos si Sfrp1 está implicada en aspectos relacionados con la EA.  
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Para responder a estas preguntas, previamente describiremos las principales 
características de Sfrp1 y los aspectos más relevantes en la formación del telencéfalo y la EA. 
1.1. Descripción de Secreted Frizzled related protein 1 (Sfrp1):  
1.1.1. Estructura y patrón de expresión de Sfrp1 en el cerebro 
Sfrp1 también conocida como Secreted Apoptosis Related Protein (SARP2) o Frizzled in 
aorta (FrzA), es miembro de una familia de proteínas secretables implicadas en el desarrollo 
embrionario y en la homeostasis celular del cerebro adulto (Bovolenta et al., 2008). Las Sfrps 
son proteínas de unos 36 kDa que se identificaron de forma independiente por varios grupos 
como moléculas solubles implicadas en la modulación de la apoptosis y como antagonistas de 
Wnt durante el desarrollo embrionario (Leyns et al., 1997; Melkonyan et al., 1997; Wang et al., 
1997). En mamíferos esta familia está formada por cinco miembros, y se subdivide en dos 
subgrupos formados por Sfrp1, 2, y 5 por un lado y Sfrp3, 4 por el otro, con un posible origen 
evolutivo diferente (Leclere and Rentzsch, 2012; Rattner et al., 1997).  
El gen Sfrp1 está formado por tres exones que codifican una proteína de alrededor de 
314 aminoácidos (Finch et al., 1997; Garcia-Hoyos et al., 2004) donde más del 90% de los 
aminoácidos están conservados entre rata, ratón y humano (Katoh and Katoh, 2005). Sfrp1, al 
igual que Sfrp2 y 5, está formada por dos motivos, codificados por el primer y tercer exón 
respectivamente, que se pliegan de forma independiente (Chong et al., 2002). El extremo N-
terminal contiene un péptido señal que permite su secreción, seguido por un dominio rico en 
cisteínas (CRD), concretamente 10 cisteínas que forman 5 puentes disulfuro cuyo patrón está 
conservado entre los distintos Sfrps (Banyai and Patthy, 1999; Chong et al., 2002). Este 
dominio es homólogo a la parte extracelular de los receptores Frizzled (Fz) responsable de la 
unión de ligandos Wnt, razón por la que se los identificó como antagonistas de Wnt. El 
dominio C-terminal se caracteriza por presentar un segmento rico en residuos hidrofóbicos y 6 
cisteínas que forman un patrón de 3 puentes disulfuro. Este dominio está presente en 
proteínas con funciones muy distintas, como netrina (NTR), una proteína implicada en guía 
axonal, los inhibidores de metaloproteinasas TIMPs (del inglés tissue inhibitors of 
metalloproteinases), las enzimas que procesan y producen una proteína fibrilar madura 
Procollagen C-endopeptidases enhancer (PCOLCEs) y las proteínas del complemento C3, C4 y 
C5 cuya función principal es la respuesta inmunitaria defensiva ante un patógeno (Banyai and 
Patthy, 1999; Chong et al., 2002; Esteve and Bovolenta, 2010).  
La expresión de Sfrp1 en mamíferos es alta en el cerebro, riñón, ojo, bazo, abdomen, 
corazón y somitas (Trevant et al., 2008). Hasta el momento sólo se han descrito defectos 
fenotípicos en los ratones deficientes para Sfrp1 en la formación del hueso (Gaur et al., 2006), 
en el sistema hematopoyético (Renstrom et al., 2009) y en el riñón (Trevant et al., 2008), lo 
que indica que Sfrp1 tiene un posible papel no redundante con respecto a otros Sfrps en la 
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función de estos órganos. Sin embargo, aún no se ha estudiado la función de Sfrp1 en cerebro, 
donde este gen se expresa abundantemente en estadios tempranos del desarrollo. En ratón, 
su expresión es muy alta en el telencéfalo dorsal, menos evidente en el telencéfalo ventral y 
no se detecta en el parte medial (Kim et al., 2001). Un estudio reciente describe que Sfrp1 
también se expresa en el telencéfalo temprano en humanos , en concreto en las células de glía 
radial (CGR) en la semana gestacional 14.5 (equivalente en ratón al día embrionario (E) 13.5) 
(Lui et al., 2014). En estadios postnatales (P) entre 7 y 20 días (P7-P20) Sfrp1 se expresa 
principalmente en el giro dentado del hipocampo, las paredes del ventrículo lateral, la ruta 
migratoria rostral y la corteza cingulada del ratón (Shimogori et al., 2004). En la etapa adulta su 
expresión disminuye localizándose en células del neocórtex, plexo coroideo y ventrículo lateral 
(http://www.gensat.org). Este descenso de la expresión con el paso del tiempo también se 
detecta en ensayos de northern blot (Augustine et al., 2001). Por el contrario, ante situaciones 
neuropatológicas como la EA los niveles de ARNm de Sfrp1 en humanos se incrementan 
progresivamente según avanza la enfermedad, como se muestra mediante ensayos de 
microarray a partir de muestras de hipocampo (Blalock et al., 2004). Por tanto, queda patente 
que la expresión del ARNm de Sfrp1 en cerebro va disminuyendo desde las etapas 
embrionarias hasta la edad adulta (http://developingmouse.brain-map.org/gene/show/20140) 
y se incrementa en situaciones neuropatológicas. 
1.1.2. Mecanismo de acción de Sfrp1 
Desde la identificación de Sfrp1 se ha descrito que esta proteína, además de presentar 
funciones dependientes de Wnt (Uren et al., 2000), tiene capacidad para unirse a los 
receptores Fz (Lopez-Rios et al., 2008; Rodriguez et al., 2005), interactuar e inhibir la actividad 
de RANKL (Hausler et al., 2004) una proteína asociada a la formación de osteoclastos, unirse a 
trombospondina 1 previniendo la adhesión celular (Martin-Manso et al., 2011) y modular 
negativamente la actividad de ADAM10 (Esteve et al., 2011a), lo que amplia 
considerablemente el espectro de sus actividades. A continuación nos centraremos en la 
modulación que ejerce Sfrp1 sobre la vía Wnt/β-catenina y ADAM10 en el SN. 
1.1.2.1. Sfrp1 como modulador de la vía Wnt/β-catenina  
Las proteínas Wnt son una familia de 19 miembros en mamíferos que juegan funciones 
en el desarrollo embrionario y en la homeostasis de tejidos adultos. Las Wnt son ligandos que 
se unen a los receptores Fz activando una vía de señalización compleja con tres ramas, una 
canónica conocida como Wnt/β-catenina que regula la transcripción de genes y dos no 
canónicas, la rama de la polaridad planar celular (PCP) relacionada con el citoesqueleto y la 




Fig. 1. Mecanismo de acción 
de la vía canónica Wnt/β-
catenina. En ausencia del 
ligando Wnt, β-catenina es 
fosforilada y degradada vía 
proteosoma. Sin embargo, 
cuando el ligando Wnt se une 
al receptor Fz se destruye el 
complejo de fosforilación por 
lo que β-catenina se acumula 
en el citoplasma y transloca al 
núcleo donde activa la 
transcripción de genes dianas 
de la vía (esquema de 





Cuando no hay ligandos Wnt en el espacio extracelular, la vía Wnt/β-catenina está 
silenciada (Fig.1) ya que en el citoplasma β-catenina es fosforilada, ubiquitinada y degradada 
por la vía proteosoma a través del complejo formado por la proteína adaptadora Axina (dos 
parálogos relacionados, axina1 y axina2), la coli poliposis adenomatosa (APC), la caseína 
quinasa 1 (CK1) y la glucógeno sintasa quinasa 3 (GSK3). Las quinasas CK1 y GSK3β fosforilan 
de forma secuencial β-catenina en la región N-terminal, quedando así marcada para su 
degradación. La unión de ligandos Wnt (Fig.1) al complejo formado por el receptor Fz y el co-
receptor de la proteína relacionada con el receptor de la lipoproteína de baja densidad (LRP), 
promueve el reclutamiento de la proteína Dishevelled (DVL) a la membrana plasmática y su 
activación mediante fosforilación. La forma activa de DVL a su vez recluta la proteína axina 
(Fig.1). De esta forma, β-catenina no es fosforilada y no es susceptible de ser degradada por lo 
que se acumula en el citosol y se transloca al núcleo. En el núcleo los factores de transcripción 
(FT) TCF/Lef1 (desde el inglés T-Cell factor/Lymphoid-enhancer factor) forman un complejo con 
el co-represor Groucho, que favorece la compactación de la cromatina impidiendo la 
transcripción de genes diana; β-catenina desplaza Groucho del complejo y recluta co-
activadores favoreciendo la transcripción de diversos genes diana importantes en el desarrollo 
embrionario, así como en el mantenimiento de la homeostasis de los tejidos en etapa adulta 
(Holly et al., 2014; MacDonald et al., 2009).  
Los receptores Fz en humanos son una familia de 10 proteínas, formadas por siete 
dominios transmembrana asociados a proteínas G, que además poseen un dominio 
extracelular CRD en el extremo amino terminal a través del cual interaccionan con las 
proteínas Wnt (Dann et al., 2001). El dominio CRD de Sfrp1 comparte un 30-50% de identidad 
aminoacídica con la porción extracelular de Fz, y un patrón conservado de 10 cisteínas y 5 
puentes disulfuro (Chong et al., 2002). Estos dominios CRD tienen capacidad de unirse entre sí 
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(Dann et al., 2001), de esta forma Sfrp1 puede interactuar tanto con los Fz (Lopez-Rios et al., 
2008) como con las Wnt (Bafico et al., 1999). 
Los primeros estudios en desarrollo de Xenopus y células de Drosophila demuestran 
que las Sfrps, a través del dominio CRD, secuestran las moléculas Wnt/Wingless (Wg) 
(homólogos de Wnt en Drosophila) o bloquean los receptores Fz, teniendo así un papel 
antagonista en la vía de Wnt/β-catenina (Bafico et al., 1999; Rattner et al., 1997). Estudios 
posteriores describen que el CRD no es requerido para la unión entre Sfrp y Wg (Uren et al., 
2000). En esta misma línea, un trabajo de nuestro laboratorio realizado en embriones de pez 
medaka y en líneas celulares demuestra que, en ensayos de sobreexpresión, el dominio NTR 
de Sfrp1 se une a Wnt mientras que el dominio CRD lo hace a los receptores Fz, antagonizando 
en ambos casos la actividad transcripcional de la vía Wnt/β-catenina (Lopez-Rios et al., 2008). 
Además, un trabajo reciente, demuestra que a pesar de que el dominio CRD de Sfrp1 no se une 
a Wnt3a, este dominio favorece la actividad de β-catenina mediada por Wnt3a, por 
mecanismos alternativos a la unión a éste y relacionados con los receptores Fz (Xavier et al., 
2014). Por tanto, parece que la modulación de Sfrp1 en la vía de β-catenina es compleja tanto 
por su unión a los ligandos Wnt como a los receptores Fz. 
Aunque los ensayos de sobre-expresión de Sfrp1 indican que esta proteína tiene un 
papel como antagonista de la vía de Wnt, ensayos de falta de función sugieren en muchos 
casos mecanismos de acción alternativos. Así Sfrp1, Sfrp3 y Crescent (un miembro de la familia 
Sfrp no presente en mamíferos) actúan como moduladores positivos de la vía (Esteve et al., 
2011b; Mii and Taira, 2009). Las proteínas Wnt difunden poco ya que sufren una modificación 
lipídica que favorece su asociación a la membrana plasmática. Su dispersión está además 
limitada por su interacción con proteoglicanos de tipo heparán sulfato (HSPGs) (Tsuda et al., 
1999; Willert et al., 2003). Sin embargo, existen mecanismos que permiten su difusión 
(MacDonald et al., 2009) como son la formación de multímeros de moléculas Wnt, la unión de 
Wnt a lipoproteínas, o su unión a proteínas como las Sfrps. Se ha demostrado en la 
gastrulación de embriones Xenopus y en el desarrollo de la periferia de la retina neural del 
ratón que bajas concentraciones de Sfrps transportan las moléculas Wnt aumentando su grado 
de difusión y por lo tanto ampliando el rango de señalización Wnt/β-catenina (Esteve et al., 
2011b; Holly et al., 2014; Mii and Taira, 2009). El papel de Sfrp1 como modulador positivo de la 
vía Wnt/β-catenina también tiene lugar durante el desarrollo de la lente, donde se ha 
demostrado que ratones deficientes en Sfrp1 y Sfrp2 presentan una disminución en la 
actividad transcripcional de TCF/Lef (Sugiyama et al., 2013)  
Además, ensayos in vitro demuestran que Sfrp1 actúa como una molécula bifásica 
dependiendo del contexto celular y de su concentración. Así, en células HEK293-T y S2 de 
Drosophila concentraciones bajas de Sfrp1 aumentan la actividad transcripcional mediada por 
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β-catenina (armadillo en Drosophila), mientras que concentraciones altas inhiben dicha 
actividad; sin embargo, en fibroblastos L929 (células L) este efecto no se produce (Mangale et 
al., 2008; Uren et al., 2000; Xavier et al., 2014). En este mismo sentido, en cultivos primarios de 
progenitores del mesencéfalo ventral también se observa un efecto dosis-dependiente. Así, 
concentraciones altas de Sfrp1 desencadenan un efecto negativo sobre la supervivencia celular 
mientras que concentraciones medias-bajas favorecen las diferenciación de neuronas 
dopaminérgicas (Kele et al., 2012). Detrás del patrón bifásico de regulación puede estar al 
menos dos mecanismos aún por comprobar (Uren et al., 2000): Sfrp1 podría tener dos sitios de 
unión para Wnt con diferentes afinidades o alternativamente Sfrp1 podría unirse a Wnt en 
bajas concentraciones y a Fz en altas concentraciones. En este sentido, se ha descrito que 
Sfrp1 se une al receptor Fz2 en ensayos con células HEK 293-T co-transfectadas con Sfrp1-myc 
y Fz2-hemaglutinina (HA) (Rodriguez et al., 2005) y a los receptores Fz5 a partir de ensayos con 
células HEK 293-T co-transfectadas con Sfrp1-NTR-myc y Fz5-HA (Lopez-Rios et al., 2008).  
A pesar de que los estudios de sobre-expresión y falta de función indican distintos 
modos de actuación sobre la vía de Wnt, la función fisiológica de Sfrp1 parece depender del 
contexto celular y su función puede estar ligada también a otras vías de señalización y 
mecanismos de actuación. 
1.1.2.2. Sfrp1 como modulador negativo de la actividad proteolítica de ADAM10 
Uno de estos mecanismos adicionales de las Sfrps es la regulación de la actividad 
proteolítica de ADAM10, una proteína que pertenece a la familia de las desintegrinas y 
metaloproteinasas (ADAMs) (Rivera et al., 2010). ADAM10 es la α-secretasa constitutiva por 
excelencia en neuronas primarias (Jorissen et al., 2010; Kuhn et al., 2010), está anclada a 
membrana y tiene una actividad sheddasa, es decir, tiene actividad proteolítica sobre 
proteínas de membrana liberando el ectodominio de dichas proteínas al espacio extracelular 
(Reiss and Saftig, 2009). Además, este primer corte permite un segundo procesamiento de 
algunas proteínas por el complejo γ-secretasa, liberando fragmentos intracelulares que se 
translocan al núcleo donde ejercen funciones de regulación de la actividad transcripcional. 
ADAM10 está compuesta de 770 aminoácidos en humanos, con una estructura conservada 
formada por varios dominios (Seals and Courtneidge, 2003) y se expresa de forma ubicua en el 
embrión y el adulto (http://developingmouse.brain-map.org/gene/show/11275). 
Los sustratos de ADAM10 incluyen proteínas de adhesión, factores de crecimiento, o 
citoquinas, entre otros, regulando así distintos procesos biológicos (Pruessmeyer and Ludwig, 
2009). Otros sustratos son el receptor Notch y la proteína precursora de amiloide (APP). Notch 
es un receptor de membrana que cuando se une al ligando canónico Delta-like o Jagged activa 
una cascada de señalización y ejerce funciones fundamentales en el desarrollo de la mayoría 
de los tejidos, incluido el SN (Kopan and Ilagan, 2009). APP es una proteína transmembrana 
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que regula el crecimiento de neuritas, la sinaptogénesis, el tráfico axonal, la adhesión celular o 
el metabolismo del Ca2+, entre otras funciones (Zhang et al., 2011).  
ADAM10 es necesaria para un desarrollo embrionario correcto. Así, los ratones 
deficientes en ADAM10 mueren en E9.5 mostrando múltiples defectos en la formación de los 
somitos y en el sistema cardiovascular (Hartmann et al., 2002). Las alteraciones son análogas a 
las presentadas por los ratones nulos para Notch (Swiatek et al., 1994) lo que indica que Notch 
es un sustrato de ADAM10. 
Se han generado ratones nulos condicionales bajo el promotor de la nestina (Jorissen 
et al., 2010) de forma que se limita la deficiencia de ADAM10 a las células progenitoras 
neurales y sus derivados a partir de E11.5, evitando así la temprana letalidad de los ratones 
ADAM10-/-. Estos ratones condicionales presentan una diferenciación neuronal prematura y 
una migración neuronal aberrante en el telencéfalo, y descensos de la proliferación de los 
progenitores debido a que la vía de Notch está inactiva (Jorissen et al., 2010). Además, la 
inactivación condicional de ADAM10 bajo el promotor de la CaMkIIα, que se expresa en 
neuronas del prosencéfalo especialmente del hipocampo a partir de los primeros días 
postnatales, interfiere con la plasticidad sináptica, causa defectos comportamentales e induce 
astrogliosis y microgliosis (Prox et al., 2013).  
Se conocen pocos reguladores extracelulares de la actividad proteolítica de ADAM10 
entre los que se incluyen TIMP1, TIMP3 y Sfrp1 (Amour et al., 2000; Brew and Nagase, 2010; 
Esteve et al., 2011a; Murphy, 2011; Rapti et al., 2008; Yu et al., 2000). Las TIMPs se 
caracterizan por tener un solo dominio NTR también presente en el extremo C-terminal de 
Sfrp1 (Banyai and Patthy, 1999). Nuestro laboratorio ha demostrado que Sfrp1 y Sfrp2 tienen 
una actividad similar a las TIMPs ya que regulan negativamente la actividad proteasa de 
ADAM10. Sfrp1 interacciona físicamente con ADAM10 regulando el desarrollo de la retina. Así, 
ratones Sfrp1-/-;Sfrp2-/- muestran alteraciones en la neurogénesis de la retina debido a que el 
receptor Notch está más proteolizado de forma transitoria y por lo tanto, se altera la cascada 
de señalización. Además, ensayos de western blot muestran también que el procesamiento de 
otros sustratos de ADAM10 como L1 y N-cadherina también está alterado en la retina durante 
el desarrollo (Esteve et al., 2011a; Marcos et al., 2015) afectando a los procesos de 
fasciculación de los axones de las células ganglionares de la retina. 
En la misma línea, un reciente estudio demuestra que Sfrp3 reduce la actividad 
proteolítica de ADAM17 en los condrocitos afectando al procesamiento del receptor de 
interleuquina-6 (IL-6R). Análisis in vitro señalan que, mientras que en células HEK 293-T Sfrp3 
suprime la actividad de ADAM17 previniendo la liberación del fragmento soluble sIL-6R que 
promueve una respuesta inflamatoria patológica, en una doble variante de Sfrp3 presente en 
el dominio NTR (que lleva al cambio de los aminoácidos R200W y R324G) y característica de 
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algunos pacientes con osteoartritis, se pierde la capacidad supresora sobre la actividad de 
ADAM17 (Oldefest et al., 2015). 
De forma conjunta, estos datos demuestran que Sfrp1 es una proteína multifuncional 
con distintos mecanismos de acción, ya que además de modular positiva y negativamente la 
vía Wnt/β-catenina, se une directamente a ADAM10 regulando su actividad proteolítica. La 
relación de la vía Wnt/β-catenina y algunos sustratos de ADAM10, como el receptor Notch o 
N-cadherina, con la neurogénesis cortical hace plausible que Sfrp1 tenga papeles importantes 
en el desarrollo de la corteza cerebral. 
1.2. Desarrollo de la corteza cerebral  
1.2.1. Regionalización telencefálica 
El telencéfalo se origina a partir del neuroepitelio localizado en la parte más anterior 
de la placa neural y da lugar, entre otras estructuras, a la corteza cerebral. Durante el 
desarrollo embrionario temprano y una vez que el primordio del telencéfalo está especificado, 
sufre varias sub-regionalizaciones en los tres ejes neuroanatómicos gracias a la acción de 
moléculas de señalización que regulan la expresión de distintos FT (Fig.2) (Caronia-Brown et 
al., 2014; Elsen et al., 2013; Martynoga et al., 2012). 
 
Fig. 2. Principales genes expresados durante el desarrollo telencefálico en ratón. Localización de algunos de los 
centros de señalización en E10.5 en vista frontal (A) y vista lateral (B). Durante los estadios tempranos, la mayor 
actividad de Fgf se localiza entre el hem cortical (verde; una fuente de Wnt y BMP) y la fuente de SHH ventral 
(amarillo). Principales morfógenos (C) y FT (D) en E13.5. Mientras Fgf se mantiene en las regiones más rostrales del 
telencéfalo en estadios intermedios, Wnt se expande del hem cortical hacia la región dorsal del palio y BMP 
también lo hace hacia el plexo coroideo (C).Los principales FT en el palio son Pax6 y Emx que presentan gradientes 
opuestos y en el subpalio se expresan los genes Dlx y Nkx (D). Figura adaptada a partir de (Stevens et al., 2010) (A y 
B) y (Götz y Sommer, 2005) (C y D). 
En estadios muy tempranos el primordio telencefálico se subdivide en un dominio 
dorsal y uno ventral gracias al FT Gli3 y a Sonic Hedgehog (Shh), expresados en la región dorsal 
y en la línea media ventral, respectivamente (Hebert and Fishell, 2008). Posteriormente, estas 
regiones se transforman en palio y subpalio (Fig.3a). La expresión de distintos FT y morfógenos 
posibilitan que el palio adquiera su identidad (Fig.2c y 2d) (Gotz and Sommer, 2005; 
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Molyneaux et al., 2007). Este territorio crece mucho en superficie pero poco en grosor y da 
lugar a las neuronas glutamatérgicas de la futura corteza cerebral. En el subpalio se expresan 
dos FT que solapan parcialmente, Nkx2.1 y Gsh2 (Hebert and Fishell, 2008) relacionados con 
las futuras eminencias ganglionares medial y lateral. Éstas son la fuente principal de neuronas 
GABAérgicas, parte de las cuales migrarán tangencialmente hacia el palio para intercalarse 
entre las neuronas glutamatérgicas (Kriegstein and Alvarez-Buylla, 2009; Marin et al., 2010). El 
subpalio aumenta considerablemente en grosor hasta convertirse finalmente en los futuros 
ganglios basales (Marin and Rubenstein, 2001). 
 
Fig. 3. Principales territorios telencefálicos durante el desarrollo del ratón. El telencéfalo se divide en palio, fuente 
de neuronas glutamatérgicas (morado) y subpalio fuente de neuronas GABAérgicas (verde) (A). En el palio se 
diferencian el palio ventral (VP), el palio lateral (LP), el palio dorsal (DL), y el palio medial (MP). Principales tipos de 
células progenitoras neurales con la progenie que producen en el DL (B). Representación esquemática del MP y su 
evolución a lo largo del tiempo (C). En ratones E12.5 el MP se diferencia en primordio hipocampal (azul), hem 
cortical (Verde) y plexo coroideo (morado). L lateral, M medial, D dorsal, V ventral. Figura adaptada a partir de 
(Marin and Rubenstein, 2001) (A) (Paridaen y Hutter, 2014) (B) y (Subramanian et al., 2009) (C).  
El palio se subdivide en cuatro regiones (Fig. 3a)(Huang, 2014; Marin and Rubenstein, 
2001; Puelles et al., 2000). Siguiendo el eje ventro-dorsal y latero-medial el primer territorio es 
el palio ventral que limita con el subpalio, región identificada por la expresión de Dbx1 y Sfrp2, 
un hipotético centro señalizador conocido como antihem (Subramanian et al., 2009). El palio 
ventral es el primordio del complejo claustro-amigdalino. En segundo lugar, el palio lateral da 
lugar a las cortezas olfatorias e insulares, para los cuales no se conocen hasta el momento 
marcadores específicos. A continuación, el palio dorsal, futuro neocórtex, se especifica gracias 
a la expresión de los FT Pax6, Foxg1, Emx2 y Lhx2 (Gotz and Sommer, 2005; Hebert and Fishell, 
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2008; Muzio and Mallamaci, 2005). El neocórtex está formado longitudinalmente por 
columnas corticales interconectadas (Mountcastle, 1997; Rakic, 1988) mientras que 
transversalmente las neuronas se agrupan en seis capas (Douglas and Martin, 2004). El 
proceso de laminación comienza con las primeras neuronas en nacer, que migran y forman la 
preplaca, ésta se subdivide para generar la capa I (la más externa) y la subplaca (la más 
interna). Entre ambas comienza a formarse la placa cortical, que incluye el resto de capas, las 
cuales se generan siguiendo un patrón de dentro hacia fuera. Así las neuronas de las capas más 
profundas (VI y V) son las primeras en nacer y las que menor distancia deben migrar desde el 
lugar de generación hasta su posición final y las más superficiales (III y II) las últimas y las que 
migrarán una a un distancia mayor (Fig. 3b) (Greig et al., 2013; Kriegstein and Alvarez-Buylla, 
2009; Rakic et al., 2009). Finalmente, en el palio medial se encuentra el primordio hipocampal, 
el hem cortical y el primordio del plexo coroideo (Subramanian et al., 2009) (Fig.3c). Del 
primordio hipocampal se originará el futuro hipocampo constituido por el giro dentado, rico en 
neuronas granulares, y las regiones del cornu ammonis (CA), con neuronas piramidales. 
El primordio hipocampal (Fig. 3c) se especifica por la acción de moléculas de 
señalización secretadas por el hem cortical, un organizador transitorio requerido para la 
inducción y expansión hipocampal. El hem cortical expresa abundantemente genes Wnts, 
especialmente Wnt2b, 3a y 5a (Grove et al., 1998) y miembros de la familia de BMPs (Furuta et 
al., 1997). Estos grupos de moléculas de señalización son responsables de inducir en el 
territorio adyacente la formación del primordio del hipocampo y del plexo coroideo, 
respectivamente (Subramanian et al., 2009). Así, cuando el hem cortical se elimina 
genéticamente, gracias al cruce de ratones Wnt3a-xneox-dt-a (donde la subunidad A de la toxina 
diftérica se inserta en el locus de Wnt3a; precedida por un codón de parada flanqueado por 
dos sitios LoxP que previenen la activación de la toxina) con la línea Emx1-IRES-Cre (que dirige 
la recombinación mediada por Cre en el telencéfalo dorsal, eliminando el codón de parada y 
activando la toxina), se producen defectos severos en el desarrollo del hipocampo y del plexo 
coroideo (Yoshida et al., 2006).  
La inhibición de la vía Wnt/β-catenina produce defectos severos en el desarrollo del 
hipocampo. Los ratones deficientes de Wnt3a carecen de un hipocampo organizado debido 
mayoritariamente a una drástica disminución en la tasa de proliferación. Estos ratones 
presentan un número menor de células progenitoras sin que estén aparentemente alterados 
los procesos de diferenciación o la muerte celular. Asimismo, estos animales carecen 
completamente de giro dentado, lo que indica que Wnt3a es necesario también para la 
especificación de este territorio (Lee et al., 2000).  
En esta misma línea, los ratones nulos para Lef1, un FT diana de la vía canónica, o para 
LRP6, un co-receptor de Fz necesario para la activación de la vía Wnt/β-catenina, muestran 
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defectos en el giro dentado (Galceran et al., 2000; Zhou et al., 2004). Los ratones nulos para 
Lef1 muestran una reducción en la generación de las neuronas granulares. Igualmente, los 
mutantes de LRP6 presentan un fenotipo similar a los mutantes de Lef1 debido a un problema 
en la expansión del grupo de precursores granulares. El efecto parece ser exclusivo para esta 
población de células ya que en ambos casos, las células piramidales de CA no están afectadas. 
De forma similar, la inhibición de la vía canónica de Wnt a través de la expresión ectópica de 
Dickkopf-related protein 1 (Dkk1) (una proteína que se une a los co-receptores LRP6) en 
progenitores corticales e hipocampales después de E11.5, provoca una gran reducción en el 
tamaño del giro dentado y en menor medida en las regiones CA (Solberg et al., 2008).  
De forma complementaria, la activación ectópica y sostenida de la vía Wnt/β-catenina 
induce características celulares hipocampales en el neocórtex. Así, ratones transgénicos D6-
CLef, presentan a partir de E10.5 una activación de los genes diana de la vía Wnt/β-catenina 
sin afectar a la adhesión celular. Estos ratones a P0 presentan parches ectópicos en la corteza 
lateral de células granulares del giro dentado marcadas con Prox1. Además, también se 
detectan células características de CA1, CA2 y CA3 en la corteza lateral como se demuestra a 
partir de la expresión de Neuropilina-2 (NP2), especifica de las regiones CA1-CA3 y giro 
dentado, y del receptor de kainato KA1, específico de CA2-CA3 (Machon et al., 2007). 
A pesar del creciente número de datos en torno a la regionalización hipocampal, aún 
es necesario determinar aspectos relativos a la regulación de la misma, cómo se integran las 
distintas señales en los progenitores neurales o cómo éstos restringen su identidad con el paso 
del tiempo (Hebert and Fishell, 2008). 
1.2.2. Proliferación de los precursores neurales y neurogénesis  
La regionalización del telencéfalo está íntimamente unida a la proliferación de los 
progenitores siendo ambos procesos esenciales para la formación de la corteza cerebral. La 
corticogénesis en ratón comienza entre E9.5-E10.5 coincidiendo con una abundante expresión 
del gen Sfrp1 (Kim et al., 2001). En este proceso las neuronas de proyección glutamatérgicas 
derivan de progenitores neurales situados en el epitelio ventricular pseudoestratificado 
(Fig.3b). Estos progenitores neuroepiteliales se dividen simétricamente expandiendo su 
población y se transforman en células de glía radial (CGR) también conocidas como 
progenitores apicales, de las que derivan neuronas y células gliales. Durante el desarrollo 
cortical temprano las CGR sufren divisiones proliferativas simétricas, generando dos CGR y 
expandiendo así la población de progenitores (Takahashi et al., 1996). Con el paso del tiempo 
las CGR se dividen asimétricamente generando una CGR y una neurona o una célula 
progenitora intermedia (CPI) también conocida como progenitor basal (Kosodo and Huttner, 
2009; Noctor et al., 2004). Las CPI amplifican la fuente neurogénica antes de la división neural 
terminal y pueden dividirse simétricamente una o dos veces produciendo parejas de CPI o de 
21 
 
neuronas (Florio and Huttner, 2014; Noctor et al., 2004). El incremento de las CPI puede estar 
detrás del importante desarrollo cortical humano (Lui et al., 2011) aunque otras células, como 
las células de glía radial basal ancladas exclusivamente a la superficie pial, también están 
implicadas (Borrell and Gotz, 2014; Florio and Huttner, 2014; Nonaka-Kinoshita et al., 2013). 
Estas dos poblaciones de progenitores se distinguen al expresar distintos FT, así las 
CGR expresan Pax6, un FT que contiene un homeodominio responsable de conferir identidad 
glial (Quinn et al., 2007); mientras que las CPI expresan Tbr2, un FT con una caja T de unión al 
ADN (Papaioannou, 2014), responsable de especificar esta población (Sessa et al., 2008). Las 
CGR, las CPI y las neuronas se van generando progresivamente como se observa a partir de la 
expresión de los FT Pax6, Tbr2 y Tbr1, respectivamente (Englund et al., 2005). Sin embargo, los 
mecanismos moleculares responsables de la transición de CGR a CPI y a neurona son aún poco 
conocidos (Sun and Hevner, 2014)  
Las CGR se localizan mayoritariamente en la zona ventricular (ZV) y las CPI en la zona 
subventricular (ZSV) (Fig.3b) (Kriegstein and Alvarez-Buylla, 2009). Las CGR están ancladas a la 
ZV (apical) y a la superficie pial (basal) por lo que presentan polaridad y migración 
intercinética, mientras que las CPI no están ancladas, no presentan una polaridad apico-basal 
ni migración intercinética (Gal et al., 2006).  
Finalmente, en relación a la generación de neuronas de proyección corticales la visión 
clásica propone que las neuronas de capas profundas se generan a partir de las CGR y las de las 
capas superficiales a partir de las CPI (Arnold et al., 2008; Cubelos et al., 2008; Nieto et al., 
2004; Tarabykin et al., 2001); así, con el paso del tiempo la identidad final de las neuronas se 
iría restringiendo progresivamente (Desai and McConnell, 2000; Shen et al., 2006). Sin 
embargo, esta visión se ha modificado en los últimos años. A partir de análisis genéticos de 
mapeo de destino, se ha demostrado que CGR Cux2 positivas están especificadas 
intrínsecamente para generar neuronas de capas superficiales independientemente del nicho y 
del momento del nacimiento (Franco et al., 2012). Por tanto, la identidad molecular aseguraría 
el orden correcto de nacimiento de las neuronas generadas a partir de estos progenitores 
(Franco et al., 2012). Sin embargo, datos posteriores defienden que la identidad de los 
progenitores no está establecida en estadios tempranos (Guo et al., 2013) y que por lo tanto 
las CGR Cux2 positivas pueden generar tanto neuronas de capas superficiales como profundas 
y macroglía (Eckler et al., 2015). Por tanto, el debate continúa aún abierto en este sentido. 
1.2.2.1. Identidad y proliferación de las CGR y las CPI: β-catenina  
La β-catenina es una proteína multifuncional que regula la adhesión y polaridad celular 
además de la transcripción. Sus funciones varían a lo largo del desarrollo del SNC por el 
contexto espacio-temporal del desarrollo. La actividad β-catenina es muy dinámica espacial y 
temporalmente durante el desarrollo del telencéfalo (Maretto et al., 2003) como se observa a 
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partir del ratón reportero de la actividad transcripcional de β-catenina, donde la expresión de 
la β-galactosidasa está bajo el control de varios sitios de unión para LEF/TCF (con los cuales 
interacciona β-catenina). β-catenina favorece la auto-renovación de las CGR (Chenn and 
Walsh, 2002; Papachristou et al., 2014; Woodhead et al., 2006; Wrobel et al., 2007) mientras 
que su actividad en las CPI estimula su diferenciación (Munji et al., 2011; Mutch et al., 2010; 
Wrobel et al., 2007). Este efecto dual podría ser explicado por el contexto celular. En este 
sentido, se ha demostrado que en presencia de FGF2, un factor de crecimiento expresado en la 
ZV (Vaccarino et al., 1999), β-catenina promueve la reentrada en el ciclo celular y la auto-
renovación de los progenitores, mientras que en ausencia de FGF2, favorece la diferenciación 
neuronal, debido a un efecto diferencial sobre el control de la transcripción (Israsena et al., 
2004). Por tanto, para que las CPI proliferen correctamente es necesario que disminuya la 
actividad de la vía, dato que es consistente con el descenso del gradiente de la actividad de la 
vía β-catenina según avanza la neurogénesis (Machon et al., 2007).  
a) β-catenina y la neurogénesis temprana  
Durante la corticogénesis temprana β-catenina controla la generación de células 
progenitoras neurales al favorecer la reentrada en el ciclo celular de las CGR (Chenn and 
Walsh, 2002; Wrobel et al., 2007), bien regulando la transcripción o bien regulando los 
procesos de adhesión célula-célula. La inhibición de la vía β-catenina mediante la 
electroporación de una forma dominante negativa de TCF4 en E14.5, induce la salida 
prematura de los precursores neurales del ciclo celular y su diferenciación a neuronas que 
migran a la placa cortical (Woodhead et al., 2006). En estadios tempranos también se ha 
descrito que la sobre-expresión de Wnt7b en progenitores neurales provoca un descenso en el 
número de CPI y de neuronas postmitóticas (Papachristou et al., 2014). Por tanto, en su 
conjunto estos datos sugieren que la β-catenina controla de forma autónoma celular la 
producción de neuronas corticales regulando así el tamaño de la corteza cerebral.  
Además, la participación de β-catenina en la adhesión célula-célula permite la 
regulación de la morfogénesis y neurogénesis de los precursores neurales de forma 
independiente a la señalización por Wnt (Junghans et al., 2005). β-catenina y N-cadherina 
interaccionan manteniendo la adhesión de las CGR y preservando el nicho neurogénico de las 
CGR (Zhang et al., 2010). En ratones mutantes con una expresión reducida de N-cadherina las 
células del nicho pierden adhesión celular lo que les conduce a una salida precoz del ciclo 
celular, diferenciación neuronal y migración. Estas células presentan descensos en la 
regulación transcripcional de genes diana de β-catenina a través de la vía Akt, e 
independientemente de Wnt (Zhang et al., 2010). Efectos similares se observan tras la 
inhibición de Akt debido a una disminución en la fosforilación de GSK3-β (Serina9) y de β-
catenina (Serina 552) (Zhang et al., 2013). Pero la regulación es más compleja, ya que ADAM10 
23 
 
procesa N-cadherina y conduce a una redistribución de β-catenina desde la superficie celular 
hacia el citoplasma lo que favorece su actividad transcripcional (Reiss et al., 2005).  
Por tanto, el control de la actividad transcripcional de β-catenina además de ser 
modulado por los ligandos Wnt también puede regularse por mecanismos independientes de 
Wnt. Todos estos datos reflejan la interrelación entre los procesos de adhesión y regulación 
transcripcional mediados por β-catenina y la dificultad para separarlos. 
b) β-catenina y la neurogénesis avanzada  
La activación de la vía β-catenina se reduce progresivamente a medida que la 
neurogénesis avanza (Machon et al., 2007; Mutch et al., 2010). Se han descrito resultados 
contradictorios, donde tanto la activación (Hirabayashi et al., 2004; Kuwahara et al., 2010) 
como la inhibición de la vía (Viti et al., 2003; Woodhead et al., 2006) favorecen la 
diferenciación neuronal; aunque es posible, que detrás de esta contradicción estén los 
distintos abordajes metodológicos o la ventana temporal.  
β-catenina participa en la transición de las CGR a CPI, así una expresión sostenida de β-
catenina provoca un aumento en el número de células Pax6 positivas en proliferación y un 
descenso en el de Tbr2 positivas (Kuwahara et al., 2010; Wrobel et al., 2007). De forma 
complementaria, el número de CPI aumenta en ratones con una inactivación condicional de β-
catenina bajo el promotor de nestina, gen especifico de los progenitores neurales; mientras 
que esta población se reduce en ratones con expresión condicional de β-catenina estabilizada 
(no fosforilable y por lo tanto no degradable) bajo el mismo promotor (Mutch et al., 2010). 
Otros estudios describen que el aumento de actividad de la vía β-catenina provoca descensos 
en el número de CPI, las cuales diferencian prematuramente en neuronas y se acumulan en la 
ZSV (Munji et al., 2011). Sin embargo, aunque los datos apuntan hacia una regulación negativa 
de β-catenina sobre las CPI, la infección retroviral de β-catenina estabilizada en E12.5 provoca 
un incremento en el número de CPI (Kuwahara et al., 2010). Esta contradicción puede deberse, 
por ejemplo, al momento en el que se aumentan los niveles de β-catenina, que en este último 
estudio se realiza en un estadio posterior al resto (Kuwahara et al., 2010; Mutch et al., 2010).  
1.2.2.2. Identidad y proliferación de las CGR y las CPI: la vía de Notch  
La vía Notch regula la proliferación de progenitores y la corticogénesis. Así, su 
activación mantiene a las células en un estado proliferativo y permite conservar la identidad 
celular de las CGR (Gaiano et al., 2000). Esta vía es compleja y está regulada en múltiples 
puntos, por eso dependiendo del contexto celular la actividad de la vía Notch varía. En 
mamíferos hay cuatro receptores Notch 1-4 con papeles redundantes. Cuando el ligando se 
une al receptor Notch, éste se procesa secuencialmente primero por ADAM10 y después por el 
complejo γ-secretasa, liberando el dominio de Notch intracelular (NICD). En la vía canónica 
NICD se transloca al núcleo y activa al regulador de la transcripción CSL (CBF1 en humanos, 
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Su(H) en Drosophila y LAG1 en C.Elegans) también conocido como RBP-Jκ en mamíferos. En 
ausencia de NICD, CSL actúa como un represor transcripcional. Cuando NICD entra en el 
núcleo, el complejo represor recluta coactivadores y se activa la transcripción de los genes Hes 
y Hey que a su vez reprimen genes proneurales como Ascl1 (Mash1) y neurogenina 1 y 2. 
También inhibe la transcripción de los ligandos canónicos de Notch, como son Delta-like 









Fig. 4. Vía de Notch. El receptor Notch consiste en un 
dominio extracelular y otro intracelular que son 
secuencialmente procesados por proteasas. La 
interacción entre un ligando y el receptor Notch 
favorece el procesamiento por ADAM10 (que es 
inhibido a su vez por las TIMP) permitiendo que el 
complejo intracelular γ-secretasa procese el dominio 
intracelular para generar el dominio de Notch 
intracelular (ICD). ICD se transloca al núcleo y 
favorece la transcripción de genes de proliferación e 
inhibe la de los genes de diferenciación. Figura 
adaptada a partir de (Murphy et al., 2008). 
 
Los FT Hes1 y Hes5 mantienen a los progenitores neurales en un estado proliferativo 
inhibiendo su diferenciación, así ratones deficientes en Hes1 y Hes5 presentan una 
neurogénesis prematura (Hatakeyama and Kageyama, 2006; Imayoshi et al., 2008; Ishibashi et 
al., 1995; Kageyama et al., 2008a; Kageyama et al., 2008b; Ross et al., 2003) mientras que su 
sobre-expresión previene la neurogénesis (Nakamura et al., 2000; Ohtsuka et al., 1999; 
Ohtsuka et al., 2001). Aunque Hes1 y Hes5 son dos efectores de la vía de Notch, se ha 
demostrado que Hes1 comienza a expresarse antes de que lo hagan los componentes de la vía 
de señalización de Notch (Hatakeyama et al., 2004), lo que indica que Hes1 es diana también 
de otras vías de señalización. En este sentido la expresión de Hes1 parece estar regulada por 
Lhx2 (Chou and O'Leary, 2013), la vía de FGF (Ogata et al., 2011; Shimizu et al., 2008; Tsai and 
Kim, 2005), la vía de Wnt (Shimizu et al., 2008) o la vía de Shh (Dave et al., 2011; Ingram et al., 
2008), entre otros. Por el contrario, la transcripción de Hes5 es más tardía y parece ser diana 
exclusiva de la vía de Notch (Hatakeyama et al., 2004). 
La vía de Notch presenta un gradiente opuesto apico-basal para receptores y ligandos 
en la retina de pez cebra (Del Bene et al., 2008). De forma similar, en el telencéfalo de ratón 
los receptores Notch se localizan en los progenitores de la ZV y los ligandos en las CPI de la ZSV 
y las neuronas recién nacidas de la placa cortical (Yoon et al., 2008). Los ligandos Notch 
también pueden ser procesados proteolíticamente por ADAM10 y ADAM17 y por el complejo 
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γ-secretasa (Fig. 4) (Yang et al., 2006). Este procesamiento disminuye la cantidad de ligando 
disponible para la activación de la vía, dado que se reduce su presencia en la superficie celular 
lo que produce un aumento en la diferenciación celular y una disminución en la proliferación 
(Muraguchi et al., 2007). Aún no está claro si el ectodominio de los ligandos tiene o no 
actividad intrínseca (D'Souza et al., 2008).  
La infección retroviral de Notch1 activado, el fragmento NICD, en el prosencéfalo de 
embriones de ratón de E9.5 promueve la transición de progenitor neuroepitelial a CGR. Así las 
células infectadas adquieren la morfología y las características moleculares de glía radial 
(Gaiano et al., 2000). Notch además de mantener la auto-renovación de los progenitores 
neurales en estadios tempranos, tiene otras funciones en fases posteriores ya que se ha 
observado que la activación de Notch favorece la diferenciación glial, a expensas de la 
población neuronal (Gaiano and Fishell, 2002).  
Asimismo, esta vía inhibe el paso de CGR a CPI (Mizutani et al., 2007; Ohata et al., 
2011). El mecanismo a través del cual Notch actúa sobre la proliferación parece variar en 
función del tipo de progenitor. Así, en las CGR actúan a través de mecanismos dependientes de 
CSL/CBF1 mientras que en las CPI usan mecanismos independientes de CSL/CBF1 (Mizutani et 
al., 2007). Mediante ensayos de neuroesferas se demuestra que el efecto de la eliminación de 
CSL/CBF1 en progenitores neocorticales produce un desplazamiento desde la identidad de CGR 
a CPI (Gao et al., 2009). De forma similar, la mutación mosaic eyesrw306 en pez cebra que reduce 
la actividad de Notch produce un incremento en el número de mitosis basales Tbr2 positivas 
en el rombencéfalo que se revierte tras la inyección de ARNm de NICD, lo que indica que la 
señalización Notch restringe las mitosis neuroepiteliales en el área apical (Ohata et al., 2011). 
De los datos expuestos anteriormente se infiere la extremada complejidad existente 
detrás del desarrollo cortical. La expresión dinámica de Sfrp1 a lo largo del desarrollo y su 
capacidad para modular al menos la vía Wnt/β-catenina y la actividad de ADAM10 (Esteve et 
al., 2011a; Esteve et al., 2011b) sugiere Sfrp1 podría formar parte de la red que modula la 
corticogénesis. Pero la función de esta molécula puede ir más allá del desarrollo influyendo 
sobre la homeostasis del tejido adulto. En este sentido, aunque la expresión de Sfrp1 está muy 
reducida durante la edad adulta (Augustine et al., 2001) se incrementa en el curso de la EA 
(Blalock et al., 2004). Debido al papel de Sfrp1 sobre la actividad de ADAM10 y a que uno de 
los sustratos de esta enzima es APP, es interesante y potencialmente útil estudiar el efecto de 
Sfrp1 sobre el procesamiento de APP así como sus posibles implicaciones sobre la EA.  
1.3. Enfermedad de Alzheimer (EA) 
1.3.1. Principales características de la EA 
En 1906 Alois Alzheimer describió una nueva entidad patológica con dos características 
anatomopatológicas distintivas presentes en el cerebro, las placas seniles amiloides y los 
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ovillos neurofibrilares, que pasó a denominarse EA. Estudios posteriores han confirmado la 
presencia de ambos rasgos ampliándose el foco de estudio al estado de la sinapsis, 
especialmente la transmisión colinérgica, a las alteraciones asociadas con las mitocondrias, los 
procesos inflamatorios o alteraciones lipídicas (Querfurth and LaFerla, 2010). 
La EA es una enfermedad neurodegenerativa que cursa con una sintomatología 
neuropsicológica cortical. Inicialmente se detecta por fallos en memoria, a los que siguen 
alteraciones en el lenguaje, en la percepción o en las funciones ejecutivas (Weintraub et al., 
2012) culminando en demencia. Existen dos formas de EA, la forma familiar que afecta 
aproximadamente al 5% de los pacientes y se caracteriza por la presencia de mutaciones en los 
genes APP y presenilina1 y 2 (PS1 y PS2) (Selkoe and Kopan, 2003). Normalmente se manifiesta 
en edades tempranas (antes de los 65 años). Sin embargo, en la gran mayoría de los casos los 
primeros síntomas aparecen más tardíamente y constituyen la EA esporádica o de inicio tardío 
donde la edad es el mayor factor de riesgo. El origen es desconocido y seguramente 
multifactorial, así junto con factores de predisposición genética, como el alelo ε4 del gen de la 
apolipoproteína E4 (APOE4), se barajan otras variables como son el síndrome metabólico, los 
hábitos dietéticos o la inflamación periférica (Bu, 2009). A pesar del componente ambiental, la 
heredabilidad está entre el 60-80% (Bertram et al., 2010; Gatz et al., 2006).  
Según la hipótesis de la cascada amiloide (Glenner and Wong, 1984) la presencia 
exacerbada del péptido β amiloide (Aβ) es la causa primaria de la EA siendo el resto de las 
alteraciones, incluidos la formación de ovillos neurofibrilares o los daños sinápticos, resultado 
de un fallo en el balance de producción, agregación y/o eliminación del péptido Aβ (Hardy and 
Selkoe, 2002). Las placas seniles amiloides son depósitos extracelulares donde 
mayoritariamente se acumula el péptido Aβ, lípidos, proteínas y metales libres (Benilova et al., 
2012). Las placas podrían funcionar como reservorios de los oligómeros bioactivos 
contribuyendo a la pérdida de las sinapsis y a la muerte neuronal en humanos a lo largo del 
curso de la enfermedad, especialmente en el hipocampo y en la neocorteza (Haass and Selkoe, 
2007). Por ese motivo, se detecta un adelgazamiento del tejido nervioso en los pacientes con 
EA junto con un aumento en el tamaño de los ventrículos cerebrales (Karow et al., 2010) .  
La hipótesis amiloidea, a pesar de ser la más aceptada, no está exenta de críticas. Entre 
las mayores objeciones se encuentra la falta de correlación entre el número de placas y la 
severidad en los daños cognitivos encontrados en cerebros humanos, además de la presencia 
de placas en personas mayores cognitivamente normales (Herrup, 2015). Sin embargo, las 
personas diagnosticadas de EA presentan un número mayor de placas seniles amiloides, 
visualizadas a través de imágenes de tomografía por emisión de positrones (PET) con el 
marcador Pittsburgh compound B (PIB) (Mathis et al., 2002) comparados con personas sanas o 
con daño cognitivo leve (Johnson et al., 2012). Además, aunque existe una robusta correlación 
27 
 
entre los niveles de oligómeros Aβ y los daños cognitivos (McLean et al., 1999), ensayos 
clínicos con anticuerpos destinados a neutralizar el péptido Aβ han fracasado o producen sólo 
un reducido efecto poniendo en entredicho esta hipótesis, aunque los últimos datos 
presentados con los fármacos soluanezumab® y aducanumab® suponen un cierto optimismo 
prudente (Reardon, 2015; Underwood, 2015). Se postula que detrás de este efecto tan 
limitado puede esconderse una intervención demasiado tardía (Teich and Arancio, 2012) o que 
los fenotipos observados en ratones transgénicos de APP pueden ser artefactuales debido a los 
altos niveles de la sobre-expresión APP (Saito et al., 2014). En este sentido, se ha descrito que 
en pacientes con EA familiar se detectan cambios en distintos biomarcadores bioquímicos 
(péptido Aβ42 y la proteína Tau) en el líquido céfalo-raquídeo (LCR), depósitos amiloideos 
cerebrales y modificaciones en el metabolismo de la glucosa (Bateman et al., 2012), entre 15 y 
10 años antes de la aparición de los síntomas. Lo que sugiere un importante desfase temporal 
entre las alteraciones bioquímicas/anatomopatológicas y las funcionales, indicando una 
progresión lenta de la enfermedad.  
Con todo esto, aunque no esté totalmente demostrada la naturaleza causal de la 
hipótesis amiloidea, las placas de β amiloide se relacionan con la EA. Por tanto, puede ser de 
gran utilidad estudiar el mecanismo que regula la generación del péptido Aβ a partir de APP así 
como las posibles variables relacionadas con dicho mecanismo.  
1.3.2. La proteína precursora de amiloide (APP) y su procesamiento 
El gen de APP se encuentra en el cromosoma 21q21 en humanos y codifica para una 
proteína integral de membrana que puede expresarse en tres isoformas, APP695, APP751 y 
APP770. La primera de ellas se expresa mayoritariamente en neuronas, mientras que las otras 
dos se pueden localizar en muchos otros tejidos (Gralle and Ferreira, 2007). APP está implicada 
en la generación, diferenciación y migración de las neuronas durante el desarrollo (Nicolas and 
Hassan, 2014). Sin embargo, el fenotipo sutil que presentan ratones deficientes en APP, que 
muestran principalmente una reducción del peso corporal, de la actividad locomotora y del 
tamaño de las comisuras, hace pensar en un papel permisivo más que instructivo para esta 
proteína (Nicolas and Hassan, 2014). Además, se relaciona con la adhesión célula-célula (Gralle 
and Ferreira, 2007) y modula la degradación de β-catenina, ya que se ha descrito que la 
presencia de APP facilita la eliminación de β-catenina al favorecer la fosforilación de GSK-3β 
sobre los aminoácidos S33/S37/T41 y de CK1 sobre S45 (Chen and Bodles, 2007). La proteína 
APP murina y humana difieren en tres aminoácidos en la secuencia Aβ (Kuhn et al., 2010).  
La proteína APP es susceptible de ser proteolizada a través de al menos dos 
mecanismos diferentes, la vía amiloidogénica o la vía no amiloidogénica (Fig.5). En la vía 
amiloidogénica una β secretasa, la enzima 1 que corta en el sitio β de APP (BACE1), proteoliza 
la proteína generando dos fragmentos, un fragmento soluble β-APP (sAPPβ) y un fragmento β 
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terminal carboxílico (β-CTF o C99). A continuación, el complejo γ-secretasa, compuesto 
principalmente por la PS1, PS2, anterior pharyns-defective1 (APH1) y nicastrina (Zhang et al., 
2011) corta β-CTF formándose el péptido Aβ y el dominio intracelular de APP (AICD) (Benilova 
and De Strooper, 2011). Existen distintas formas del péptido Aβ, las formas largas son más 
hidrofóbicas y por ese motivo se retienen más en el sitio activo de la proteasa PS1, siendo así 
procesadas sucesivamente (Wolfe, 2007). Varias mutaciones en PS1 disminuyen su eficiencia 
catalítica y llevan a la liberación de fragmentos Aβ de mayor tamaño, los cuales son más 
tóxicos (Iizuka et al., 1995; Keller et al., 2010; Parvathy et al., 2001; Welander et al., 2009).  
La vida media del péptido Aβ normalmente es corta debido a su rápida eliminación a 
través de dos vías mayoritarias (Cirrito et al., 2003). La primera de ellas está mediada a través 
de su unión con los receptores APOE, característica de neuronas y glía, del drenaje a través del 
fluido intersticial y de la barrera hematoencefálica (Bu, 2009). La segunda vía es a través de 
degradación proteolítica mediada por endopeptidasas como son la nepresilina o 




Fig. 5. Esquema de las vías de 
procesamiento de APP. En el 
procesamiento amiloidogénico la 
actividad proteasa de BACE1 y el 
complejo γ-secretasa favorece la 
generación del fragmento Aβ, 
mientras que durante el 
procesamiento no amiloidogénico, 
ADAM10 al cortar dentro de la 
secuencia del péptido Aβ evita su 
generación favoreciendo la generación 
del fragmento sAPPα. Esquema no 
dibujado en proporción. 
  
Alternativamente, APP puede ser procesada a través de la vía no amiloidogénica (Fig 
5). En este caso la α-secretasa ADAM10 proteoliza de forma constitutiva APP dentro de la 
secuencia Aβ (Kuhn et al., 2010) impidiendo así la formación de los péptidos Aβ y generando 
dos fragmentos, el fragmento soluble α-APP (sAPPα) y el fragmento α terminal carboxílico (α-
CTF o C83). Posteriormente, este último fragmento se procesa por el complejo γ-secretasa y se 
genera el péptido P83 y AICD (Zhang et al., 2011). Es importante destacar que la mayoría de 
APP se procesa a través de la vía no amiloidogénica generándose niveles bajos de péptidos Aβ 
de forma constitutiva (Obregon et al., 2012) con funciones neurotróficas y potenciadoras de 
los mecanismo de memoria (Kamenetz et al., 2003; Puzzo et al., 2008; Puzzo et al., 2012). En 
dos modelos de ratones condicionales nulos de ADAM10, uno bajo el promotor de la nestina y 
el otro bajo el promotor CaMkIIα, se describen alteraciones en el procesamiento no 
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amioloidogénico de APP e incrementos en los niveles del péptido Aβ comparado con los 
ratones controles (Jorissen et al., 2010; Prox et al., 2013).  
Las α y β secretasas actúan en distintos compartimentos celulares. Así la primera se 
localiza en la membrana plasmática (Sisodia, 1992) y en el Trans-Golgi (Koo and Squazzo, 1994; 
Skovronsky et al., 2000) mientras que la segunda actúa principalmente en el endosoma (Koo 
and Squazzo, 1994) y en menor medida en la región Trans-Golgi (Haass et al., 1993; Haass et 
al., 1995). Se ha observado que la expresión de proteína BACE1 se encuentra aumentada en la 
corteza temporal y el hipocampo de pacientes con EA (Li et al., 2004) y los de ADAM10 
disminuidos en pacientes con EA tanto en plaquetas (Colciaghi et al., 2002) como en las 
neuronas (Bernstein et al., 2003). Además, estos pacientes presentan descensos en el ARNm y 
por lo tanto en la actividad proteolítica de ADAM10 en la corteza cerebral (Kim et al., 2009; 
Marcinkiewicz and Seidah, 2000; Suh et al., 2013; Tyler et al., 2002).  
Las α y β secretasas compiten por el mismo sustrato, así una mayor actividad de 
ADAM10 favorece la generación de αAPP y reduce la del péptido Aβ (Lichtenthaler, 2011). En 
ratones que sobre-expresan BACE1 o el alelo sueco de APP (K594M/N595L) que favorece el 
corte por la β-secretasa, la proteína APP es procesada antes de llegar a la membrana 
plasmática, lo que induce una aumento en la generación del péptido Aβ y una disminución en 
el fragmento αAPP (Haass et al., 1995; Kuhn et al., 2010). Otros abordajes genéticos, a través 
de la sobre-expresión de la proteína ADAM10 (Postina et al., 2004) y del uso de ratones dobles 
transgénicos que expresan una forma catalíticamente inactiva de ADAM10 bajo el promotor de 
thy1 que se expresa en neuronas diferenciadas junto a la mutación APP [V717I] (Postina et al., 
2004) o abordajes farmacológicos, mediante el uso de agonistas muscarínicos (Bandyopadhyay 
et al., 2007), apoyan la competición por el sustrato APP entre las α y β secretasas. Además, la 
disminución de ADAM10, mediante ARNs interferentes en neuronas corticales primarias de 
ratones E16.5 que expresan APP endógeno, conlleva un descenso en el fragmento αAPP junto 
a un incremento moderado del fragmento βAPP y el péptido Aβ (Kuhn et al., 2010). 
Un mecanismo adicional de regulación entre las dos vías parece estar mediado por la 
interacción entre αAPP y BACE1, que llevaría a una disminución de la actividad de BACE1 y por 
lo tanto a una reducción en el procesamiento amiloidogénico de APP (Obregon et al., 2012).  
Por el contrario, existen datos que no apoyan la competición entre estas dos vías. Por 
ejemplo, cultivos primarios de neuronas derivadas a partir de embriones (E14.5) con una 
inactivación condicional de ADAM10 junto a la expresión de la forma humana de APP 
(obtenida mediante infección viral), muestran una reducción en los niveles tanto de αAPP 
como de βAPP y Aβ (Jorissen et al., 2010). Además, estudios llevados a cabo en la línea HEK 
293-T y el neuroblastoma SH-SY5Y no muestran competición (Kuhn et al., 2010). Estas 
discrepancias sobre la competición de las secretasas pueden residir en el uso de modelos no 
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fisiológicos, como la sobreexpresión de la β secretasa o el uso de líneas celulares en las cuales 
la actividad de la β secretasa es menor que en neuronas (Lichtenthaler, 2011).  
Las funciones de los fragmentos solubles obtenidos por el procesamiento de APP son 
muy diferentes, así el fragmento sAPPβ induce muerte neuronal afectando a los procesos 
neurodegenerativos (Nikolaev et al., 2009) mientras que el fragmento sAPPα tiene un papel 
neurotrófico y neuroprotector que favorece la plasticidad y supervivencia neuronal e inhibe la 
excito-toxicidad (Caille et al., 2004; Furukawa et al., 1996; Mattson, 1997; Mattson et al., 
1993). Este fragmento además es suficiente para rescatar los defectos fenotípicos del ratón 
nulo de APP como son la pérdida de peso, alteraciones comportamentales y fallos en la 
potenciación a largo plazo (Ring et al., 2007).  
La reducción de la actividad de ADAM10 disminuye el fragmento sAPPα favoreciendo 
la amiloidosis así como defectos en memoria (Epis et al., 2010; Suh et al., 2013). Varios 
artículos indican que existe una reducción de sAPPα en el LCR de pacientes con EA (Almkvist et 
al., 1997; Fellgiebel et al., 2009; Sennvik et al., 2000). Todos estos datos sugieren que la 
inhibición de ADAM10 puede jugar un papel en la patogénesis de la EA, bien por aumentar Aβ 
y sAPPβ, bien por disminuir sAPPα o bien por ambas razones (Kim et al., 2009). 
En cuanto al papel patológico del péptido Aβ, inicialmente se consideró que las placas 
compactas extracelulares interferían en la comunicación neural siendo la causa primaria de la 
neurodegeneración. Sin embargo, el péptido Aβ puede encontrase en un estado monomérico, 
oligomérico, fibrilar, formando placas difusas o en placas compactas (Jin et al., 2011; Pham et 
al., 2010; Pithadia and Lim, 2012; Walsh and Selkoe, 2007). Recientemente se ha propuesto 
que los oligómeros, y más concretamente los dímeros de Aβ, son los causantes de la 
neurodegeneración en la EA (Jin et al., 2011). Además, hay que añadir que la eliminación del 
péptido Aβ por microglía está disminuida en los modelos de EA (Akiyama et al., 2000). 
El péptido Aβ cuenta con varias formas debido a un procesamiento secuencial por 
parte de PS1 (Benilova and De Strooper, 2011). La forma larga Aβ42 es más tóxica, hidrofóbica 
y tiene mayor tendencia a agregarse que la forma corta Aβ40 (Hardy and Selkoe, 2002). 
Además, se ha descrito que aquellos pacientes que presentan una alto cociente Aβ42/Aβ40 
tienen peor pronóstico (Wolfe, 2007). Además, ciertas formas atípicas de EA correlacionan con 
incrementos en Aβ43 (Godbolt et al., 2004) siendo esta forma peptídica suficiente para 
acelerar la amiloidosis e inducir la formación de placas (Saito et al., 2011).  
Por tanto, es posible que Sfrp1, debido a su implicación como modulador negativo de 
la actividad de ADAM10 (Esteve et al., 2011a) y al aumento en su nivel de expresión en 
pacientes con EA (Blalock et al., 2004), juegue un papel potencial en esta enfermedad. Lo que 
nos lleva a preguntarnos sobre la función de esta proteína en el procesamiento de APP y las 






































Sfrp1 es un regulador multifuncional de la comunicación célula-célula que modula la 
señalización Wnt y la actividad de distintas metaloproteinasas como ADAM10. Sfrp1 se expresa 
en el telencéfalo de ratón durante el desarrollo embrionario y en la corteza cerebral durante la 
edad adulta. Sin embargo, el papel que juega esta proteína en la corteza cerebral de 
mamíferos no ha sido analizado hasta el momento. Por ello, el objetivo general de esta tesis es 
analizar la función de Sfrp1 en el desarrollo y mantenimiento de la corteza cerebral, usando 
como sistema modelo ratones silvestres y APP/PS1 a los que se les ha eliminado 
genéticamente Sfrp1. El uso de ratones APP/PS1 permite analizar el procesamiento de APP y la 
acumulación de placas amiloides. 
Este objetivo general se concreta en los siguientes objetivos específicos: 
 
1) Caracterizar fenotípica y molecularmente el hipocampo y neocórtex de ratones 
deficientes en Sfrp1 durante la etapa embrionaria.  
2) Analizar el papel Sfrp1 en el procesamiento de APP y por tanto su potencial 



































































3. MATERIALES Y MÉTODOS 
3.1. Animales 
En esta tesis hemos utilizado varios modelos de animales. En primer lugar, para los 
análisis embrionarios usamos ratones deficientes en Sfrp1 en el fondo genético de 
129/C57BL/6J y como controles ratones 129/C57BL/6J. Los ratones mutantes Sfrp1−/− fueron 
generados y cedidos a nuestro laboratorio por el grupo de Shimono. Los ratones se generaron 
sustituyendo parte del primer exón por un casete lacZ (Satoh et al., 2006). Ensayos de 
actividad de β-galactosidasa (β-gal) revelaron que la expresión de este reportero mimetizaba la 
expresión endógena de Sfrp1 (Satoh et al., 2006). Para los análisis embrionarios las hembras 
fueron cruzadas con los machos a última hora de la tarde. Por la mañana se retiró el macho de 
la jaula y se observó si la hembra tenía tapón vaginal. Aquellas hembras que presentaron dicho 
tapón se consideraron preñadas de embriones E0.5, contabilizando los días desde ese 
momento hasta la edad deseada. Para la extracción de embriones, las madres fueron 
sacrificadas por dislocación cervical. Después se aislaron los embriones de los cuernos uterinos 
y se eliminaron las membranas que los recubrían. Para los análisis postnatales el momento del 
nacimiento se consideró como P0 contabilizando desde ese momento hasta la edad deseada. 
En segundo lugar, para analizar el la función de Sfrp1 sobre el procesamiento de APP 
usamos ratones Sfrp1−/− de 6 y 14 meses de edad y como modelo murino de EA el doble 
transgénico APP695SWE/PS1/ΔE9 cedido por I. Torres-Alemán y procedente previamente de 
Jackson Laboratory (Bar Harbor, Maine). Este ratón fue generado a partir de la co-inyección de 
dos constructos (el quimérico de ratón/humano con la mutación humana Sueca de APP695 
(K594M/N595L) y la eliminación del exón 9 (ΔE9) de PS1) conducidos ambos bajo el promotor 
murino del prión (Prp), que se expresa mayoritariamente en tejido nervioso y otros tejidos 
(cardiaco, hepático, pancreático y muscular) (Jankowsky et al., 2004b; Jankowsky et al., 2001). 
La mutación Sueca de APP (Mo/HuAPP695swe) favorece el corte por la β-secretasa (Haass et 
al., 1995; Hardy and Selkoe, 2002; Jankowsky et al., 2004a; Kuhn et al., 2010) y la mutación 
ΔE9 de PS1 desplaza la ratio de Aβ 40:42 a favor de Aβ 42 (Haass et al., 1995; Hardy and 
Selkoe, 2002; Jankowsky et al., 2004a; Kuhn et al., 2010), una forma más tóxica que tiene 
mayor tendencia a agregarse (Haass et al., 1995; Hardy and Selkoe, 2002; Jankowsky et al., 
2004a; Kuhn et al., 2010). Así, ambas mutaciones aceleran el depósito del péptido Aβ en forma 
de placas siendo éstas evidentes a los 4 meses de edad (Garcia-Alloza et al., 2006). Los ratones 
APP/PS1 se cruzaron con ratones mutantes Sfrp +/−, obteniéndose así ratones APP/PS1/Sfrp1+/+ 
(a los que nombraremos como APP/PS1) y APP/PS1/Sfrp1−/−. Como controles de estos animales 




Los animales fueron estabulados en un ciclo normal de 12 horas de luz en una sala con 
temperatura (22 ± 1 °C) y humedad (52 ± 2%) controlada. Todos los procedimientos siguieron 
la normativa Española (ley 32/2007) y Europea (EU directive 86/609, EU decree 2001-486) que 
regula la investigación con animales.  
 
3.2. Inmunohistoquímica e hibridación in situ 
Los embriones entre E10.5-E14.5 fueron fijados por inmersión en 4% de 
paraformaldehído (PFA) en tampón fosfato 0,1M (peso/volumen) durante tres horas a 
temperatura ambiente. Los embriones de mayor edad y animales postnatales-adultos fueron 
perfundidos transcardialmente con la misma solución de fijación y postfijados durante 3 horas 
a temperatura ambiente. El tejido se lavó con tampón fosfato-salino (PBS) durante 24 horas 
tras lo cual se introdujo en una solución de sacarosa al 30% en PBS (peso/volumen). 
Finalmente los cerebros fueron embebidos y congelados en una solución de 7.5% gelatina en 
15% de sacarosa (peso/volumen) y posteriormente cortados con criostato.  
Para los ensayos de inmunohistoquímica, las secciones de criostato de 10-15 µm 
fueron lavadas 3 veces con PBS durante 10 minutos. Algunas secciones previamente fueron 
hervidas para el desenmascaramiento del antígeno usando una olla a presión (Biocare 
Medical) a 115º en 10 mM de tampón citrato (pH 6) durante 20 minutos (Sfrp1) o 30 segundos 
(PH3). Después se bloqueó la peroxidasa endógena en una solución de 3% de H2O2 en metanol 
durante 10 minutos, tras los cuales el tejido fue lavado 3 veces con 0,1% TX-100 en PBS 
(peso/volumen) durante 10 minutos. Las secciones fueron bloqueadas (tampón de bloqueo 
compuesto de PBS 0,1% TX-100, 5% FCS y de 0,1% BSA) al menos durante una hora a 
temperatura ambiente, e incubadas posteriormente con el anticuerpo primario en tampón de 
bloqueo durante una noche a 4ºC. Los anticuerpos primarios usados fueron anti-Sfrp1 (1:1000, 
Abcam), anti-phospho-histone H3 (ser10) (PH3) (1:1000, Millipore), anti-Pax6 (1:500, Covance), 
anti-Tbr2 (1:1000, Abcam), anti-Tbr1 (1:1000, Chemicon), anti-Tubulin (Tuj1) (1:3000, Sigma), 
anti-N-cadherin C-terminal (1:500 Invitrogen), anti-NeuN (1:500, Chemicon), anti-CTIP2 (1:500, 
Abcam), anti-Cux1 (1:500, Santa Cruz), anti-APP clon 22C11 (1:1000, Chemicon), anti-Aβ 
(1:500, Millipore), anti sAPPα (1:500, Covance), anti-glial fibrillary acidic protein (GFAP) 
(1:3000, Dako), anti-CD11b conjugado con biotina (1:100, BD Biosciences).  
Tras la incubación con el anticuerpo primario las secciones fueron lavadas con PBS 
0.1% TX-100 tres veces durante 10 minutos cada vez. Algunas secciones se incubaron con los 
anticuerpos secundarios acopados a biotina (1:500, Jackson-InmunoResearch) en tampón de 
bloqueo amplificándose con Estreptavidina conjugada con peroxidasa (1:500, Jackson-
InmunoResearch). El revelado se hizo con DAB (Sigma) o con el reactivo tiramida cianina 3 
(1:100, Perkin Elmer) (secciones incubadas con Sfrp1 y sAPPα) para amplificar la señal de 
36 
 
dichos anticuerpos. En algunos casos (secciones incubadas con GFP, Top Red, Tuj1, APP y Aβ) 
se usaron anticuerpos secundarios conjugados con Alexa 594 (1:3000, Molecular probes) o 
Alexa 488 (1:3000, Molecular probes).  
Para los estudios con Bromodeoxyuridina (BrdU), se inyectó BrdU (50 µg/g de peso 
corporal) disuelto en salino a las madres preñadas sacrificándolas 1 hora después. Los 
embriones se diseccionaron inmediatamente en PBS frío y se fijaron en 4% de PFA. 
Posteriormente los cerebros se introdujeron en sacarosa al 30% , embebieron y congelaron en 
una solución de 7.5% de gelatina en 15% sacarosa y se cortaron con criostato. Las secciones 
fueron desnaturalizadas con HCl 2N a 37º durante 30 minutos y lavadas con 0,1% TX-100 en 
PBS varias veces. Después reaccionaron con anti-BrdU (1:500, BD Bioscence). 
Para los ensayos de hibridación in situ las secciones de criostato de 20-25 µm se 
lavaron una vez con PBS (10 minutos) y se post-fijaron en 4% de PFA durante 10 minutos. 
Posteriormente se hizo un lavado de 1% TX-100 en PBS durante 30 minutos tras el cual se 
hicieron tres lavados más con PBS de 5 minutos. Las secciones fueron prehibridadas con 
tampón de hibridación (SSC 1x, 50% formamida, 10% dextran sulfato, 1mg/mL de tRNA, 
Denhardt 1x y H2O) a 65ºC durante 2 horas. Pasado ese tiempo se pasó a la fase de hibridación 
para la cual se usaron las siguientes sondas marcadas con digoxigenina (Roche): Hes5, Lef1, 
Axin2, Dll1 (cedidas por Dr. Galceran); Wnt2b, Wnt3a, Bmp4 (cedidas por Dr. McMahon); 
Foxg1, Dlx2 (cedidas por Dr. Puelles); Msx1, Lhx2 (cedidas por Dr. Monuki), y Sfrp2. Las sondas 
fueron desnaturalizadas a 80ºC durante 5 minutos y posteriormente añadidas al tampón de 
hibridación. Las secciones se hibridaron durante una noche a 70ºC.  
En la fase de posthibridación las secciones fueron lavadas con SSC 5x pH 4.5 a 72ºC y 
posteriormente lavadas con SSC 0,2X a 70ºC durante una hora y con SSC 0,2x a temperatura 
ambiente durante 5 minutos. Finalmente, se pasó a hacer un lavado con tampón B1 (Tris 0,1 M 
pH7.5, NaCl 0,15 M y 0,1% Tween 20 en H2O) a temperatura ambiente durante 5 minutos. 
En la fase de detección se usó una solución de bloqueo de 10% FCS en tampón B1 y se 
incubaron las secciones durante una hora a temperatura ambiente. Después se añadió el 
anticuerpo anti-dig-AP (1:5000 Roche) en tampón B1 con 1% FCS y se dejó a temperatura 
ambiente durante una noche. 
Finalmente, en la posthibridación las secciones se lavaron tres veces con tampón B1 y 
se equilibraron a través de 2 lavados con tampón B3 (Tris 0,1 M pH9.5, NaCl 0,1 M y MgCl2 
50mM en H2O) durante 5 minutos para ser posteriormente reveladas con tampón B4 (1,7 NBT 
y 1,7 BCIP por mL de tampón B3) tras lo cual se detuvo la reacción con 0,1% Tween20 en PBS. 





3.3.  Detección de placas beta-amiloide 
Para analizar la presencia de placas de beta-amiloide se usaron tres estrategias. En 
primer lugar las secciones se trataron 90% de ácido fórmico y posteriormente se utilizó el 
anticuerpo anti-Aβ que se une a los monómeros, oligómeros y estructuras fibrilares. La 
segunda estrategia fue a través del reactivo rojo Congo (Sigma) que se une a los depósitos de 
amiloide. Para ello, se tiñeron las secciones con una solución de 0.3% rojo Congo (solución A: 
0,3g rojo Congo, 0,3 g cloruro sódico y 80% de etanol en un volumen final de 100ml) en 1% de 
hidróxido sódico (Solución B: 1g hidróxido sódico en 100 ml de agua destilada) durante 10 
minutos (50 ml solución A y 0.5 ml de solución B). A continuación se aclararon con agua 
destilada y se introdujeron rápidamente (5-10 veces) en una solución alcalina de alcohol (1% 
de hidróxido sódico (Solución B) y 50% de etanol). Y finalmente se aclararon con agua del grifo. 
La tercera y última estrategia fue el uso del marcador tioflavina S (Sigma) (0.1% en 50% de 
etanol durante 5 minutos y dos lavados rápidos con 50% de etanol) que se une a láminas β 
presente en las agregaciones amiloides (placas difusas, nucleadas o neuríticas).  
 
3.4.  Western blot 
Se extrajo el telencéfalo de los embriones Sfrp1-/- y silvestres a la edad de E12.5, se 
añadió tampón de lisis RIPA (Tris HCl 50mM pH 7.4, NaCl 150mM, 1% TX-100, 0.5% 
deoxicholate, 0.1% SDS), PMSF e inhibidores de proteasas y se agitó vigorosamente. El tejido 
se disgregó usando homogenizadores, se pasó por jeringa (30 G) y se dejó en hielo durante 15 
minutos. A continuación se centrifugó a 4ºC y máxima velocidad durante 10 minutos. Los 
sobrenadantes y los pellets se almacenaron por separado, usando para las pruebas sólo el 
sobrenadante.  
A continuación se cuantificó la cantidad de proteína en los sobrenadantes usando el Kit 
BCA (Thermo Scientific). Las muestras se usaron a una concentración de 2 μg/μL en buffer de 
carga, éstas se ajustaron con buffer de lisis (Tris 0.5M pH 6.8, 10% SDS, Glicerol 87% β 
mercaptoetanol, azul bromofenol y agua) y se pusieron a 100ºC durante 5 minutos para su 
desnaturalización tras los cuales se volvieron a poner en hielo. Posteriormente las muestras 
(20 μL) se cargaron en un gel en gradiente 4-15% (Mini Proteant TGXTM Biorad). Las proteínas 
se separaron en el gel y se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa usando para ello el 
transferidor iBLot2 (Life Technologies). Las membranas se bloquearon (5% leche en polvo en 
TBS con 0.1% Tween) durante 30 minutos y posteriormente se incubaron con el anticuerpo 
anti-N-cadherin C-terminal (1:500 Invitrogen), con el anticuerpo anti-NICD (1:1000 Cell 
signaling), con el anitcuerpo anti-Notch1 (1:500 Santa Cruz) o con el anticuerpo anti-α-
tubulina(1:10000 Sigma) como control de carga durante una noche a 4ºC. Al día siguiente se 
hicieron tres lavados con TBST y se añadió un anticuerpo secundario (anti mouse-POD o anti 
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rabbit-POD 1:500.000) en el tampón de bloqueo durante 1 hora. Las proteínas marcadas se 
detectaron con el reactivo quimioluminiscente ECL (GE Healthcare). Los valores relativos de las 
proteínas en cuestión se determinaron mediante densitometría (Gs-800 Calibrated 
densitometer) relativizando la intensidad de banda a la intensidad de banda de la α-tubulina. 
 
3.5. Electroporación in útero y detección de Top RFP 
Para detectar la actividad transcripcional de la β-catenina, se electroporó un plásmido 
reportero constituido por siete repeticiones del sitio de unión de TCF junto a la proteína roja 
fluorescente (RFP) que se expresa bajo el promotor mínimo de la timidina quinasa (este 
plásmido fue cedido por el Dr. Pons). El complejo formado por β-catenina y TCF activa la 
transcripción de la RFP. El plásmido RFP fue co-electroporado junto a un plásmido que 
contiene la GFP bajo un promotor ubicuo en el palio medial de embriones E13.5 controles y 
nulos de Sfrp1. Las hembras preñadas fueron anestesiadas con Isofluorano (Abbot) para la 
extracción de los cuernos uterinos. Los embriones fueron inyectados en el ventrículo lateral 
mediante un capilar de cristal con 3 µl de plásmido mezclado con el tinte Fast-green al 0.03% 
en 0.9% de salino (Top RFP 1μg/μL). A continuación se electroporaron los embriones mediante 
cinco pulsos de 38V a 50 milisegundos con un espaciado de 950 milisegundos (ECM830 BTX 
Harvard aparatus). Finalizado el proceso, el útero fue introducido en la cavidad abdominal de 
la madre, junto con suero salino estéril, y se suturó la piel para permitir que el embrión 
continuara con su desarrollo. Los embriones fueron analizados por inmunohistoquímica 48 
horas después. 
 
3.6. Estudios comportamentales 
El registro automatizado de los parámetros comportamentales se hizo a través de los 
programas Versamax y Ethovisión. El investigador fue ciego tanto para la fase de 
expresimentación como para el análisis de los datos.  
Test de reconocimiento de objetos 
Este test está basado en la tendencia de los animales para investigar estímulos 
novedosos y sirve para valorar la memoria de reconocimiento. Se administró siguiendo un 
protocolo previamente establecido junto con pequeñas variaciones (Scullion et al., 2011). 
Brevemente, el test constó de tres ensayos, habituación, adquisición y test. En el primer 
ensayo los ratones fueron habituados al campo abierto vacío (36x56x30 cm) durante 20 
minutos. 24 horas después los animales fueron sometidos al ensayo de adquisición y para ello 
se les introdujo en el campo abierto esta vez con dos objetos iguales (objeto A) colocados en 
dos esquinas. Los ratones pudieron explorar la arena y los objetos durante 10 minutos. A 
continuación, los animales volvieron a sus jaulas durante un intervalo de 3 horas antes de 
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comenzar el tercer ensayo. En el ensayo test los ratones volvieron a ser introducidos en el 
campo abierto durante 10 minutos, esta vez con el objeto familiar (objeto A) y un objeto 
nuevo (objeto B), contrabalanceando las posiciones. Se registró de forma manual el tiempo 
total de exploración con cada uno de los dos objetos, siendo necesario que la cabeza del 
animal se localizara al menos entre 0.5-1 cm del objeto explorado. La preferencia hacia el 
objeto nuevo refleja el uso de los procesos de memoria de reconocimiento en la exploración. 
El índice de reconocimiento se calculó y definió como la diferencia de tiempo explorando el 
objeto nuevo y el viejo sobre el tiempo total explorando ambos objetos [(TB-TA)/(TA+TB)]. Los 
objetos utilizados fueron dos bloques de plástico de distinta forma y color. La arena del campo 
abierto y los objetos se limpiaron con 70% de etanol. 
Laberinto acuático de Morris 
Este test valora memoria espacial y específicamente la función hipocampal (Morris, 
1984). Consistió en una piscina circular de 100 cm de diámetro y con paredes de 40 cm. La 
piscina presentó pistas visuales fijadas en las paredes y se dividió en cuatro cuadrantes. En uno 
de ellos se colocó una plataforma de escape de 8 x 8 cm donde el animal podía subirse para 
sentirse a salvo. La plataforma estaba sumergida 1 cm sobre el agua y era transparente. La 
temperatura del agua fue de 22ºC±1. Los animales fueron secados y mantenidos en calor entre 
los ensayos. Los datos fueron registrados de forma automatizada. 
En el test se diferenciaron tres tipos de ensayos. En el ensayo de habituación los 
ratones fueron sumergidos en la piscina sin la plataforma de escape durante 60 segundos. En 
esta fase se estudió el rendimiento de nado y la preferencia por cuadrante. 24 horas después 
se hicieron los ensayos de adquisición, que se llevaron a cabo durante 4 días y 4 ensayos por 
día (total 16 ensayos) dejando un intervalo entre los ensayos de 30 minutos. Los animales 
comenzaron aleatoriamente por los cuatro puntos cardinales de la piscina. Los parámetros 
registrados fueron la distancia de desplazamiento, la velocidad y el tiempo usado para 
encontrar la plataforma (latencia de escape). Si el ratón no encontraba la plataforma en 60 s. 
era guiado a la misma y mantenido sobre ella 20 segundos. Finalmente, el ensayo prueba se 
realizó 24 horas después, los animales fueron sumergidos en el centro de la piscina pero esta 
vez sin plataforma durante 60 segundos. En esta fase se analizó el tiempo que el animal nadó 
en el cuadrante la plataforma escondida.  
Exploración de campo abierto 
La actividad locomotora se analizó a través de un campo abierto dotado de un sistema 
de monitorización de la actividad (actímetro). Este sistema (25x25x25 cm) contaba con 
fotocélulas que detectaban la actividad horizontal y vertical. Antes de llevar a cabo el test los 
animales fueron habituados a la sala durante 60 minutos, tras los cuales fueron introducidos 
cuidadosamente en el actímetro durante 5 minutos En el tiempo de prueba se registraron 
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varios parámetros de actividad locomotora de forma automática (actividad horizontal, 
actividad vertical, levantamientos y estereotipias). Tras el test los animales regresaron a sus 
jaulas y los actímetros fueron limpiados con 70% etanol. 
 
3.7.  Análisis estadísticos 
Para analizar la normalidad de la distribución se usó el test Kolmogorov-Smirnov. Para 
estudiar la significatividad estadística se usó la distribución t de Student o ANOVA de una vía. 
En este último caso cuando el valor F era significativo se pasó a hacer los análisis post hoc 
usando para ello la prueba de Tukey. Todos los valores de las gráficas se representan como 
medias ± error estándar de la media (s.e.m). Para todos los cálculos se usó el paquete 
estadístico SPSS versión 17.0 usando un nivel de significatividad de p≤0.05. Los resultados se 





























































1. RESULTADOS  
4.1. La presencia de Sfrp1 es necesaria para el desarrollo correcto de la corteza cerebral 
4.1.1. Sfrp1 se expresa abundantemente en el neuroepitelio cortical durante el desarrollo 
embrionario. 
 Sfrp1 se expresa en el telencéfalo de ratón durante el desarrollo (Augustine et al., 
2001; Kim et al., 2001). Sin embargo, hasta el momento no se ha estudiado si ejerce alguna 
función en el desarrollo de la corteza cerebral de mamíferos. Para tal fin, extendimos estudios 
previos que analizaban la expresión del ARNm de Sfrp1 durante el desarrollo del telencéfalo de 
ratón (Kim et al., 2001) con análisis inmunohistoquímicos ya que Sfrp1 es una proteína 
secretable (Fig.6). 
 
Figura 6. Sfrp1 se localiza en el neuroepitelio cortical durante el desarrollo embrionario. Secciones de criostato de 
cerebro inmunoteñidas con el anticuerpo anti-Sfrp1 (a-e, g) o analizadas mediante hibridación in situ con una sonda 
de ARNm específica para Sfrp1 (f), en estadios 10.5 (a, g), E12.5 (b), E14.5 (c, d, f) y E17.5 (e) procedentes de 
embriones silvestres (a-f) y de embriones Sfrp1
-/-





 en las vesículas telencefálicas en E10.5 (a) y E12.5 (b), está ausente en el palio medial en E10.5 (a) y muy 
reducida en E12.5 (b). En E14.5 la proteína se localiza mayoritariamente en la zona subventricular (ZSV) (c) y 
presenta un gradiente antero-posterior (d). En E17.5 los niveles de expresión de Sfrp1 disminuyen 
considerablemente y se localiza en células dispersas por toda la corteza (e). En E14.5 el ARNm se expresa en la zona 
ventricular (f). Las secciones de los embriones Sfrp1
-/-
 no presentan inmunotinción (g), confirmándose la 
especificidad del anticuerpo. PD palio dorsal; PM palio medial; ZV zona ventricular; PC placa cortical; M medial; L 
lateral; C caudal; R rostral. Las barras de escala son 400 µm. 
 
En este sentido, observamos que al comienzo de la neurogénesis, de E10.5 a E12.5 
(Fig.6a, b), Sfrp1 se expresaba en gradiente, siendo alta su expresión en el palio dorsal y lateral 
y baja en el palio medial y subpalio. La proteína se localizaba en las células progenitoras de la 
ZV solapando con la expresión de su ARNm (Kim et al., 2001). Sin embargo, aunque el ARNm 
de Sfrp1 en embriones E14.5 se detectaba en los progenitores de la ZV (Fig.6f), la proteína se 
localizaba tanto en la ZV como en la ZSV (Fig.6c, d), lugar donde se sitúan las CGR y las CPI, 
respectivamente. Estos datos indican que la proteína Sfrp1 difunde desde su fuente de síntesis 
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(Fig.6d). A partir de E17.5 la expresión de Sfrp1 estaba más distribuida 
localizándose en células dispersas alrededor de los ventrículos laterales y en el plexo coroideo 
(Fig.6e). Como control de especificidad utilizamos embriones nulos para Sfrp1 donde no se 
detectó señal (Fig.6g).  
Por tanto, la abundante expresión temprana de Sfrp1 en regiones proliferativas del 
telencéfalo sugiere que podría tener una función en el comienzo de la neurogénesis.  
 
4.1.2. Sfrp1 contribuye al desarrollo correcto hipocampal regulando positivamente la 
activación de la vía Wnt/β-catenina 
Durante el desarrollo, Sfrp1 junto con Sfrp2 participa en el establecimiento del límite 
entre la retina neural y la retina periférica regulando positivamente la vía de Wnt/β-catenina 
(Esteve et al., 2011b). Por ello, decidimos estudiar si en el palio medial, una región especificada 
por la vía Wnt/β-catenina, Sfrp1 tenía el mismo efecto.  
Para ello comenzamos analizando la expresión de Foxg1 en embriones E12.5, un FT de 
tipo hélice requerido para especificar el palio dorsal. Este FT se expresa en gradiente desde el 
palio dorsal hasta el medial y está ausente en hem cortical (Muzio and Mallamaci, 2005). En 
embriones nulos de Sfrp1 la expresión de Foxg1 estaba expandida hacia zonas más mediales 
invadiendo el territorio del hem cortical (Fig.7b). Lo mismo ocurrió con el gen LIM homeobox 
Lhx2 (Fig.7f) que se expresa en células precursoras corticales pero no en la línea media 
adyacente (hem cortical y plexo coroideo) (Mangale et al., 2008). Además, el primordio 
hipocampal marcado por la expresión de lef1
alta
 (Galceran et al., 2000) y Foxg1
baja
 (Muzio and 






















































Figura 7. En embriones 
deficientes para Sfrp1 el 
palio medial está reducido. 
Secciones coronales de 
cerebro procedentes de 
embriones silvestres (a, c, e) y 
Sfrp1
-/- 
(b, d, f) en E12.5 (a-d) 
y E14.5 (e-f) fueron 
hibridadas con una sonda 
específica para Foxg1 (a-b), 
Lef1 (c-d) y Lhx2 (e-f). En los 
embriones nulos de Sfrp1 se 
observa una expansión en la 
expresión de estos 
marcadores hacia zonas más 
mediales (a-d) invadiendo el 
territorio del hem, lo que 
induce que esta región esté 
más reducida, (e-f). e´, f´ 
magnificaciones. Represen-
tación esquemática de los 
efectos (g-h) donde se 
muestra el palio medial sin 
hem cortical (azul). *Nótese 
cómo la expresión de Lef1, 
una diana directa de la vía 
Wnt/β-catenina, está 
disminuida en el palio dorsal 
de los embriones Sfrp1
-/-
. Las 
barras de escala son 200 µm. 
 
 
Asimismo, analizamos en los embriones E12.5 el territorio del hem cortical marcado 
por la expresión de Wnt2b, Wnt3a y Wnt5a (Grove et al., 1998) y ausencia de Foxg1 (Furuta et 





 (Fig.8b, d, f, h) comparados con los controles (Fig.8a, c, e, g). Estos datos sugieren que 
la inactivación genética de Sfrp1 produce una expansión del primordio neocortical a expensas 

















Figura 8. El hem cortical 




Secciones coronales de 
criostato de cerebros 
E12.5 silvestres (a, c, e, g) 
y Sfrp1
-/-
 (b, d, f, h) 
fueron hibridadas con 
una sonda específica para 
Axina2 (a-b), Wnt2b (c-d), 
Wnt3a (e-f), y Wnt5a (g-
h). Nótese como la 
expresión de Axina2 está 
muy reducida en el 
primordio hipocampal 
(PH) y en el palio dorsal* 
de los animales mutantes 
(a-b). Además, el hem 
cortical (HC) marcado por 
la expresión de Wnt2b (c-
d), Wnt3a (e-f) y Wnt5a 
(g-h) es de menor 
tamaño en los embriones 
mutantes frente a los 
silvestres. Representa-
ción esquemática de los 
efectos (i-j) donde se 
muestra el hem cortical 
(verde). Las barras de 
escala son 200 µm.  
 
 
Como el primordio del hipocampo se especifica gracias a la activación de la vía de 
señalización Wnt/β-catenina, examinamos los niveles de actividad de esta vía en los embriones 
nulos de Sfrp1 analizando la expresión del gen diana directo Axina2. El ARNm de Axina2 se 
encontraba disminuido en todo el neuroepitelio cortical, incluido el primordio hipocampal, de 
los embriones Sfrp1
-/- 
(Fig.8b). Además, estudiamos el estado de activación de la vía canónica 
mediante ensayos de co-electroporación in útero de los plásmidos Top RFP, un reportero de la 
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actividad transcripcional β-catenina, y GFP en embriones E13.5. Los ratones Sfrp1
-/-
 
electroporados en E13.5 en la región medial del telencéfalo y analizados 48 horas después 
mostraron, a través de ensayos de inmunohistoquímica con los anticuerpos anti-RFP y anti-
GFP, una menor señalización Wnt/β-catenina respecto a los controles (Fig.9e-f), siendo el 
porcentaje de células que coexpresan GFP y RFP significativamente menor en los embriones 
Sfrp1
-/-
 frente a los controles (67% ±4.3 frente a 91%±2.7; p=0.041) 
 
Figura 9. Sfrp1 regula la señalización Wnt/β-catenina en el primordio hipocampal. Co-electroporación in utero del 
plásmido Top RFP (un indicador del estado de activación de la vía β-catenina) y de un plásmido GFP en E13.5 en el 
telencéfalo de embriones silvestres (a, c, e, g) y mutantes de Sfrp1 (b, d, f, h) y análisis 48 horas después. Las 
secciones coronales del cerebro de ambos grupos de embriones presentan una electroporación similar 
monitorizada con el marcaje de GFP (verde) (c-d). Sin embrago, en los embriones Sfrp1
-/-
 se observa que en el 
primordio hipocampal la señalización de la vía β-catenina (rojo) está disminuida (e-f) comparada con los embriones 
silvestres, restringiéndose al hem cortical. Nótese como en el plexo coroideo tanto los ratones silvestres como los 
mutantes presentan una activación de Wnt similar. Núcleos marcados con Hoechst (a-b). Representación 
esquemática de los efectos (i-j) donde se observan células que expresan GFP (verde) y el plásmido Top RFP (rojo). 
PH primordio hipocampal, HC Hem cortical, pc plexo coriodeo, PD palio dorsal, SP subpalio. Las barras de escala son 
200 µm. 
 
El hem cortical también expresa Bmp4 y Bmp7 responsables de inducir la formación 
del plexo coroideo (Furata et al., 1997), por ello analizamos la expresión de Bmp4 así como una 
diana directa de la vía BMP, Msx1. No detectamos diferencias en los niveles de expresión ni de 
Bmp4 ni de Msx1 entre los embriones controles y los Sfrp1
-/- 
(Fig.10), indicando que la 
deficiencia de Sfrp1 provoca una reducción del primordio hipocampal sin que esté afectado el 
plexo coroideo. Además, la expansión del primordio neocortical se limitó a la región medial, sin 
afectar a la región ventro-lateral como se observa por la expresión de Sfrp2 (límite palio-
subpalio conocido como antihem (Subramanian et al., 2009)), y Dlx2 (subpalio) (Fig. 11). Por 
tanto Sfrp1 regula la vía Wnt/β-catenina y como consecuencia el establecimiento de territorio 












Figura 10. La formación del 
plexo coroideo no se encuentra 
alterada en los embriones 
Sfrp1
-/-
. Secciones coronales de 
criostato de embriones E14.5 
silvestres (a, c) y Sfrp1
-/-
 (b, d) 
hibridadas con una sonda 
específica para Bmp4 (a-b) y su 
diana directa Msx1 (c-d). Nótese 
como no se observan 
diferencias entre ambos grupos 
de embriones en la expresión 
del ARNm de Bmp4 ni Msx1 en 
el plexo coroideo. Las barras de 


















Figura 11. El límite palio-
subpalio no se encuentra 
desplazado en los embriones 
Sfrp1
-/-
. Secciones coronales de 
criostato de embriones E14.5 
silvestres (a, c) y Sfrp1
-/-
 (b, d) 
hibridadas con una sonda 
específica para Sfrp2 (a-b), un 
marcador del límite palio-
subpalio, y Dlx2 (c-d), un 
marcador de subpalio. Nótese 
como el límite palio-subpalio es 
similar en ambos los dos grupos 
de embriones. Las barras de 
escala son 200 µm. 
 
Estos datos sugieren que Sfrp1 es requerido para la expansión de la activación de la vía 
Wnt/β-catenina en el palio medial de forma similar a lo observado en la retina periférica 
(Esteve et al., 2011b). La deficiencia de Sfrp1 induce un desplazamiento del primordio 
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neocortical a expensas del primordio hipocampal. Dichos defectos no son compensados con el 
paso del tiempo observándose alteraciones postnatales en el hipocampo y la corteza cingulada 
(ver apartado 4.1.4). 
 
4.1.3. La deficiencia de Sfrp1 provoca alteraciones en la neurogénesis embrionaria cortical a 
través de la vía Notch y Wnt/β-catenina 
La expresión abundante de Sfrp1 en las células progenitoras corticales así como el 





 durante la neurogénesis temprana (Esteve et al., 2011a) sugiere que Sfrp1 
podría contribuir en los procesos de proliferación temprana cortical.  
Para estudiar la proliferación comenzamos marcando las células en fase S del ciclo 
celular a través de la inyección de BrdU en madres gestantes de embriones E11.5 y E12.5. Tras 
un pulso de una hora, extrajimos los embriones y analizamos por inmunohistoquímica las 
secciones corticales de embriones controles y Sfrp1
-/-
. En los embriones deficientes en Sfrp1 
observamos un incremento significativo en el número de células BrdU positivas comparado 
con los controles tanto en E11.5 y en E12.5 (Fig.12a-d).  
Para identificar qué tipo de células progenitoras (CGR o CPI) presentaban cambios en 
proliferación por la deficiencia de Sfrp1 comenzamos haciendo ensayos inmunohistoquímicos 
con el anticuerpo que reconoce la forma fosforilada de la fosfohistona H3 (PH3) que marca las 
células en fase G2/M. Las secciones de embriones mutantes presentaron en la zona 
abventricular (futura ZSV) del palio dorsal, lugar donde se dividen las CPI, un número de células 
en mitosis significativamente mayor en E12.5, sin mostrar cambios estadísticamente 
significativos en la ZV, donde se dividen las CGR (Fig.12g). Sin embargo, dos días después (en 
E14.5) el número de células PH3 positivas en la ZSV fue similar en los embriones Sfrp1
-/-
 
comparado con los controles (Fig.12h-i). En E16.5 estas diferencias se invirtieron y así los 
embriones nulos de Sfrp1 mostraron un número significativamente menor de células en 
mitosis en la ZSV respecto a los controles (Fig.12j-k). Estos datos indican un importante efecto 




Figura 12. La tasa de proliferación está alterada en los progenitores neurales del palio dorsal en los embriones 
deficientes para Sfrp1. Secciones coronales de criostato de embriones silvestres (a, c, f, h, j) y de embriones Sfrp1
-/-
 
(b, d, g, i, k) inmunoteñidas con el anticuerpo contra BrdU, un marcador de la fase S en E11.5 (a-b) y E12.5 (c-d). Las 
madres fueron inyectadas con BrdU y una hora después fueron sacrificadas. Los embriones mutantes muestran un 
incremento significativo en el número de células BrdU positivas (e). Secciones de criostato coronales de telencéfalo 
en E12.5 (f-g), E14.5 (h-i) y E16.5 (j-k) inmunoteñidos con el anticuerpo anti-fosfohistona H3 (PH3), un marcador de 
ciclo celular específico de la fase M, que también marca la fase G2 (intensidad más leve). Cuantificación del número 
de células PH3+ en la ZV (l) y ZSV (ll). En la ZSV de los embriones Sfrp1
-/-
 se observa un incremento en el número de 
células PH3 positivas en etapas tempranas del desarrollo, reduciéndose posteriormente. Los valores de las gráficas 
se representan como media +/- el error estándar de media. Los análisis se realizaron usando la distribución t de 
Student; n≥3. *p≤0.05, **p≤0.01, ***p≤0.001 frente a los embriones silvestres. PP Preplaca, ZV zona ventricular, PC 
placa cortical, ZSV zona subventricular (nota: en los embriones E12.5 la ZSV corresponde a la zona abventricular). 
Las barras de escala son 200 µm. 
 
Como el anticuerpo PH3 marca el número de células que se dividen en un momento 
concreto del ciclo celular, decidimos analizar el número total de progenitores mediante 
ensayos de inmunohistoquímica utilizando marcadores que se expresan exclusivamente en los 
distintos tipos de células progenitoras. Inmunoteñimos secciones de embriones E12.5 
controles y nulos de Sfrp1 con el anticuerpo anti-Pax6, que marca CGR de la ZV y con el 
anticuerpo anti-Tbr2 expresado exclusivamente por las CPI de la ZSV (Molyneaux et al., 2007). 
Tanto el número de células Pax6 positivas como de células Tbr2 positivas fue 
significativamente mayor en el palio dorsal en los embriones nulos de Sfrp1 comparado con los 




Figura 13. La inactivación genética de Sfrp1 altera el número de progenitores en el palio dorsal. Secciones 
coronales de criostato de embriones silvestres (a, d) y Sfrp1
-/-
 (b, e), inmunoteñidas con el anticuerpo anti-Pax6 
(marcador de CGR) en E12.5 (a, b), y con el anticuerpo anti-Tbr2 (marcador de CPI) en E13.5 (d, e) y su 
cuantificación (c, f). La pérdida de Sfrp1 se asocia a un incremento en el número de progenitores CGR y CPI. a´, b´, 
d´, e´ magnificaciones. La cuantificación se representan como la media del número de células positivas marcadas +/- 
el error estándar de media. Los análisis se realizaron usando la distribución t de Student; n≥3. *p≤0.05, **p≤0.01 
frente a los embriones silvestres. Representación esquemática de los efectos (g): CGR (verde) CPI (rojo). CGR células 
de glía radial, CPI células progenitoras intermedias, VL ventrículo lateral, ZV zona ventricular, ZSV zona 
subventricular. Las barras de escala son 200 µm (a,b,d,e) y 100 µm (a´,b´,d´,e´).  
 
 
Como la inactivación genética de Sfrp1 incrementa el número de progenitores 
neurales, nos planteamos si este incremento estaba ligado a alteraciones en la diferenciación 
neuronal. Para ello, inmunoteñimos las secciones de los embriones controles y mutantes en 
estadio E11.5 con el anticuerpo anti-Tbr1, un marcador general de las primeras neuronas 
glutamatérgicas en generarse y en estadio E12.5 con anti-Tuj1, un marcador de neuronas en 
diferenciación. El número de células Tbr1 positivas fue estadísticamente mayor (p≤0.001) en 
embriones Sfrp1
-/- 
(108.0±4.24) comparado con los controles (67.8±4.6) (Fig.14a-b). Los mismo 
ocurrió con el anticuerpo Tuj1 (Fig.14c-d). Por tanto, la deficiencia de Sfrp1 fuerza la 




Figura 14. La inactivación genética de Sfrp1 altera la neurogénesis en el palio dorsal. Secciones coronales de 
criostato de telencéfalo de embriones silvestres (a, c) y Sfrp1
-/-
 (b, d) inmunoteñidos con anti-Tbr1, un marcador de 
las primeras neuronas en nacer, en E11.5 (a-b) y anti-TuJ1, un marcador general de neuronas diferenciadas, en 
E12.5 (c-d). En los embriones Sfrp1
-/-
 se observa un incremento en el número de células Tbr1 y TuJ1 positivas en la 
placa cortical. Nótese como la placa cortical (PC) presenta un mayor grosor en los embriones Sfrp1
-/-
 frente a los 
embriones silvestres. Representación esquemática de los efectos (e-f) donde se muestran neuronas diferenciadas 
(azul). PC placa cortical, VL ventrículo lateral. Las barras de escala son 200 µm. 
 
Dado que Sfrp1 y Sfrp2 regulan la vía de Notch y la vía Wnt/β-catenina durante el 
desarrollo del ojo (Esteve et al., 2011a; Esteve et al., 2011b) estudiamos el estado de 
activación de estas dos vías en el palio dorsal. La vía de Notch mantiene a las CGR en un estado 
proliferativo y por tanto es relevante en el desarrollo neocortical (Mizutani et al., 2007). 
Estudios por hibridación in situ en secciones de criostato revelaron que la expresión de Hes5, 
uno de los genes dianas directos de la vía Notch, en E11.5 se incrementó en los embriones 
Sfrp1
-/-
 en la ZV cortical comparado con los controles, tanto en el palio dorsal como en el 
medial (Fig.15a-b). Posteriormente, en E14.5 la expresión de Hes5 disminuyó en los embriones 
Sfrp1
-/- 
comparado con los controles (Fig.15c-d). El aumento de la activación de la vía en 
estadios tempranos también se observó por ensayos de Westrern blot, a partir de muestras de 
telencéfalos en E12.5, donde se observaron incrementos en NICD en los ratones nulos de Sfrp1 
frente a los ratones silvestres (162±20 frente a 100±0; p=0.04), sin que hubiera cambios en el 
receptor Notch1 total (Fig.15g), lo que indica un mayor procesamiento del receptor Notch y 
por lo tanto una mayor actividad de ADAM10. Junto a todo ello, el número de células que 
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expresan el ligando Dll1 estaba incrementado en los embriones Sfrp1
-/- 
frente a los controles 
en E11.5 (Fig. 15e-f). Estos datos sugieren que Sfrp1 regula negativamente y de forma 
transitoria la vía de Notch pudiendo ser este mecanismo responsable de la alta tasa de 










































Figura 15. La señalización de Notch se incrementa transitoriamente en el palio 
dorsal de los embriones Sfrp1
-/-
. Secciones coronales de criostato de cerebros 
embrionarios silvestres (a, c, e) y Sfrp1
-/-
 (b, d, f) analizadas mediante hibridación 
in situ con una sonda específica para Hes5 (a-d), una diana directa de la 
activación de la vía Notch, y Dll1 (e-f), un ligando de la vía. En E11.5 (a-b) se 
observa un incremento en los niveles de expresión de Hes5 en el palio dorsal en 
los embriones mutantes y que en E14.5 la expresión es menor que en los 
silvestres. (c-d). *Nótese como en el palio medial también se mantienen estas 
diferencias. El número de células que expresan el ligando Dll1 también está 
incrementado en secciones de embriones mutantes en E11.5 (e-f). a´- f´ 
magnificaciones. Western blot de lisados de telencéfalo procedente de 
embriones silvestres y Sfrp1
-/- 
en E12.5 utilizando un anticuerpos que reconocen 
exclusivamente el receptor de Notch1, el fragmento de Notch1 intracelular y α-
tubulina como control de carga (g). NICD está aumentado significativamente en 
los embriones Sfrp1
-/-
 respecto a los embriones silvestres. Las barras de escala 




Además en los embriones nulos de Sfrp1 la actividad de la vía β-catenina en el palio 
dorsal estaba disminuida, como se observó a partir de la expresión de la axina 2 (Fig.8a-b). 
Estudios previos han mostrado que durante el establecimiento de patrón de la retina central y 
periférica, Sfrp1 y Sfrp2 modulan positivamente la vía Wnt/β-catenina (Esteve et al., 2011b) y 
este mismo efecto también se detecta en el palio dorsal, donde se expresa exclusivamente 
Sfrp1. 
 Como Sfrp1 regula la actividad proteolítica de ADAM10 y uno de sus sustratos es N-
cadherina, analizamos por ensayos de western blot los niveles de expresión y el procesamiento 
de N-cadherina en telencéfalos embrionarios nulos para Sfrp1 y controles ya que esta proteína 
regula de forma independiente a Wnt la vía β-catenina. Sin embargo, los resultados no fueron 
concluyentes, quizás debido a pequeñas variaciones en el estadio embrionario de los animales 
(datos no mostrados).  
 
4.1.4. Los defectos producidos durante el desarrollo embrionario por la deficiencia de Sfrp1 
causan alteraciones histológicas postnatales  
Las alteraciones tempranas del palio que presentaban los embriones nulos para Sfrp1 
no se compensaron postnatalmente. Los cerebros adultos de los mutantes de Sfrp1
-/-
 tenían 
menor tamaño sin que se vieran afectadas, por lo menos a nivel macroscópico, otras 
estructuras como el cerebelo, el tronco del encéfalo o el bulbo olfatorio tanto en ratones P7 
(Fig.17a-b) como en ratones adultos (Fig.18a-b). El hipocampo era más pequeño en los ratones 
postnatales nulos para Sfrp1 como se puso de manifiesto por los marcadores más generales 
del hipocampo EphA7, Tbr1 y NeuN o por los marcadores restringidos a las células granulares 
del giro dentado Prox1 y reelina (Fig.16). Así, aunque la regionalización de los distintos 
territorios hipocampales no se encontraba alterada, su tamaño disminuyó considerablemente, 
incrementándose el de la corteza cingulada (Fig.16i-j). Estos datos sugieren que Sfrp1 es 
necesario para extender el rango de señalización de la vía Wnt/β-catenina desde el hem 


















Figura 16. Los defectos debidos a la inactivación 
genética de Sfrp1 en el primordio hipocampal y 
neocortical se reflejan en etapas posnatales en 
una reducción del hipocampo y una expansión 
de la corteza cingulada (CC). Secciones coronales 
de criostato de cerebros de ratones postnatales 
silvestres (a, c, e, g, i) y Sfrp1
-/-
 (b, d, f, h, j) en P7 
(a-b), P4 (c-f; i-j), y P0 (g-h) hibridados con la 
sondas EphA7 (a-b) y Reelina (e-f) o 
inmunoteñidas contra los anticuerpos anti-Tbr1 
(c-d), anti-Prox1 (g-h) y anti-NeuN (i-j). El tamaño 
del hipocampo está reducido en los ratones 
mutantes como se aprecia a partir de los 
marcadores generales EphA7 y Tbr1 (a-d). El giro 
dentado marcado por reelina y Prox1 también 
está reducido en los ratones mutantes (e-h). La 
corteza cingulada está incrementada 
considerablemente en los ratones Sfrp1
-/- 
respecto a los silvestres (i-j). Las barras de escala 
son 400 µm. 
 
Por otro lado, los ratones nulos de Sfrp1 presentaron alteraciones en el crecimiento 
longitudinal y transversal del neocórtex. La dimensión antero-posterior se redujo 
considerablemente (Fig.17a-b; Fig.18a-b), aunque no podemos descartar que estos defectos 
puedan deberse una disminución en el tamaño de los ventrículos laterales observada tanto en 
el desarrollo embrionario y como postnatal. A pesar del menor tamaño del cerebro, la 
regionalización tangencial que subdivide la corteza en distintas áreas (motora, 
somatosensorial, visual, etc.) no se encentraba aparentemente afectada en ratones nulos de 
Sfrp1, como se observó a partir del estudio de distintos marcadores antero-posteriores como 
son COUP-TFI, IGF-BP o Rorβ, entre otros (datos no mostrados). Sin embargo, en los ratones 
Sfrp1
-/- 
se observó un incremento en el grosor del neocórtex, como se muestra con la 
expresión del marcador neuronal anti-NeuN (Fig.18e-i). Utilizando marcadores específicos de 
capa los ratones Sfrp1
-/-
 a P7 presentaron un incremento significativo en el número de 
neuronas de capas profundas Tbr1 y CTIP2 positivas (Fig.17k,l) y un incremento menor aunque 
significativo en el número de neuronas de capas superiores Cux1 positivas (Fig.17m). Datos 
similares se observaron en ratones adultos (Fig.18e-j). Estos datos indican que las alteraciones 
en proliferación durante la neurogénesis temprana observada en los embriones Sfrp1
-/-





Figura 17. Los defectos del desarrollo en los embriones Sfrp1
-/- 
tienen como consecuencia una reducción del 
tamaño cerebral e hipocampal y un incremento del grosor neocortical . Vista dorsal del cerebro intacto de ratones 
postnatales P7 silvestres (a) y mutantes Sfrp1
-/-
 (b). La corteza cerebral se encuentra reducida en la dimensión 
rostro-caudal en los ratones mutantes frente a los silvestres, sin encontrarse alterado el tamaño del bulbo olfatorio 
ni del cerebelo. Secciones coronales de criostato de cerebros procedentes de ratones silvestres (c, e, g, i) y 
mutantes Sfrp1
-/-
 (d, f, h, j) postnatales P7 inmunoteñidas contra los anticuerpos anti-CTIP (c-d, g, h) anti-Tbr1 (e, f) y 
anti-Cux1 (i, j) y su cuantificación (k-m). En los ratones Sfrp1
-/-
 el tamaño del hipocampo es menor, tanto en las 
regiones CA como en el giro dentado. El grosor del neocórtex es mayor en los ratones mutantes frente a los 
silvestres. El número de neuronas glutamatergicas de capa VI marcada por Tbr1 (e, f) y CTIP (g, h) y de capas II-IV 
marcadas con Cux1 (i, j) es significativamente mayor en las cortezas de los ratones mutantes frente a los silvestres. 
Siendo similar en el número de neuronas de capa V (CTIP) entre ambos grupos de animales. Los valores de las 
gráficas se representan como media +/- el error estándar de media. Los análisis se realizaron usando la distribución 
t de Student; n≥3. *p≤0.05, **p≤0.01 frente a los silvestres. Nota: la cuantificación de CTIP (l) incluye la capa V y VI, 
el contaje de células sólo en capa V no presenta diferencias estadísticamente significativas. Las barras de escala son 




Figura 18. Las alteraciones encontradas en ratones postnatales Sfrp1
-/- 
se mantienen en la edad adulta. Vista 
dorsal del cerebro intacto de ratones adultos silvestres (a) y mutantes Sfrp1
-/-
 (b). Secciones coronales de criostato 
de cerebro ratones silvestres (c, e, g, i) y mutantes (d, f, h, j) adultos inmunoteñidas contra los anticuerpos anti-
NeuN (c-d) y (e, f), anti-Tbr1 (g, h) y anti-Cux1 (i, j). Nótese como el grosor de la capa VI está incrementado en los 
ratones mutantes frente a los silvestres. Las barras de escala son 400 µm (c-d) y 200 µm (e-j). 
 
 
4.2. Sfrp1 interfiere con la proteólisis de APP, un sustrato de ADAM10 
4.2.1. La proteína Sfrp1 se localiza junto a APP y ADAM10 en las paredes del ventrículo 
lateral e interfiere en el procesamiento de APP. 
 Como se ha demostrado anteriormente la ausencia de Sfrp1 activa de forma transitoria 
la vía de Notch en el palio dorsal durante el desarrollo embrionario. Este efecto se explica por 
el papel de Sfrp1 como modulador negativo de ADAM10 (Esteve et al., 2011a). Nos 
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planteamos si Sfrp1 también regulaba ADAM10 en el cerebro adulto. Por ello, decidimos 
centrarnos en la proteína APP, otro de los sustratos de ADAM10 relacionado con la EA. En 
estudios previos de nuestro laboratorio se observó que en cultivos celulares la adición de la 
proteína recombinante Sfrp1 bloqueaba el procesamiento de APP por ADAM10 (Esteve et al., 
2011a). Por ello, nos preguntamos si, de forma inversa, la proteólisis de APP por ADAM10 
estaba alterada en cerebros deficientes en Sfrp1 in vivo.  
Para responder a esta pregunta, en primer lugar analizamos el patrón de expresión de 
Sfrp1, APP y Adam10 en cerebros de ratones adultos. A partir de ensayos de 
inmunohistoquímica e hibridación in situ observamos que Sfrp1 se expresa en las células de la 
pared lateral del ventrículo lateral y en el plexo coroideo, donde también se localiza 
abundantemente APP y Adam10 (Fig.19). Así, decidimos analizar el procesamiento de APP en 
esta región. 
  
Figura 19. La expresión de Sfrp1, APP and Adam10 colocalizan en el cerebro de ratón adulto. Secciones coronales 
de criostato de ratones silvestres adultos inmunoteñidas con los anticuerpos anti-Sfrp1 (a) y anti-APP (b) e 
hibridadas con la sonda de ARNm específica para ADAM10 (c). Nótese como la expresión de Sfrp1 está enriquecida 
en la pared lateral del ventrículo lateral y en el plexo coroideo solapando con la distribución de APP y la expresión 
de ADAM10. CP Plexo coroideo; VL ventrículo lateral; Es Estriado. Las barras de escala son 200 µm. 
 
Ensayos de inmunohistoquímica mostraron que en animales deficientes en Sfrp1 de 6 y 
14 meses de edad, el fragmento sAPPα procedente del corte por ADAM10 se acumulaba en los 
bordes del ventrículo lateral en los cerebros Sfrp1
-/-
, lo que contrastaba con los animales 
silvestres donde la acumulación no se apreciaba (Fig.20c-d). Este mismo dato lo obtuvimos en 
análisis previos de western blot (Esteve et al., 2011a). Analizamos también la presencia del 
péptido Aβ encontrando pequeñas acumulaciones en el hipocampo de los ratones silvestres 
que apenas se detectaban en los ratones nulos para Sfrp1 (p≤0.01) (Fig.20e-f). Estos agregados 
no llegaban a formar placas amiloides ya que no se marcaban con tioflavina S, un compuesto 
que se une con una alta sensibilidad únicamente a estructuras fibrilares como las placas 
amiloides (Espargaro et al., 2012) (datos no mostrados). La distribución y expresión de la 
proteína APP fue similar en ambos grupos (Fig 20e-b). Además, datos del laboratorio 
publicados obtenidos a partir de ensayos de western blot mostraban que los niveles de APP 
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son similares en los ratones silvestres y Sfrp1
-/-
, lo que indica que Sfrp1 afecta al 
procesamiento de APP y no a su expresión (Esteve et al., 2011a).  
 
Figura 20. La inactivación genética de Sfrp1 favorece el procesamiento de APP a través de la vía no-
amiloidogénica. Secciones coronales de criostato de ratones silvestres (a, c, e) y mutantes de Sfrp1
-/-
 (b, d, f) 
adultos de 6 meses (a-d) y 14 meses (e-f) de edad, inmunoteñidas con los anticuerpos anti-APP (a, b), anti-sAPP-α 
(c, d) y anti-péptido Aβ 1- 40/42 (e, f). La expresión de la proteína APP es similar en los cerebros silvestres (a) y 
mutantes (b). Nótese que sAPP-α se localiza abundantemente en los bordes del ventrículo lateral en el cerebro 
Sfrp1
-/- 
(d) y en menor medida en el silvestre (c). Los depósitos amiloideos de Aβ se detectan escasamente en el 
hipocampo de los animales Sfrp1
-/- 
(f) comparado con los silvestres (e). VL Ventrículo lateral; Es estriado; SL Septum 




De forma conjunta, estos resultados muestran que Sfrp1 actúa sobre el procesamiento 
de APP in vivo, disminuyendo la actividad de ADAM10, lo que puede favorecer la vía 
amiloidogénica.  
4.2.2. Sfrp1 aumenta la producción del péptido Aβ y favorece su agregación en forma de 
placas. 
Dado que en ratones deficientes en Sfrp1 el procesamiento de APP estaba favorecido 
hacia la vía no amiloidogénica y debido a la importancia de APP en el desarrollo de la EA, nos 
preguntamos si Sfrp1 podría contribuir al desarrollo de esta enfermedad. Para ello, cruzamos 
ratones Sfrp1
-/-
 con ratones APP/PS1, un modelo murino de EA en el cual se observan 
depósitos Aβ a los 4 meses de edad (Jankowsky et al., 2004a). Los ensayos de 
inmunohistoquímica en secciones de criostato utilizando el anticuerpo anti- sAPPα soluble, 
revelaron un acúmulo del fragmento sAPPα alrededor de los ventrículos laterales en los 
ratones APP/PS1/Sfrp1
-/-






Figura 21. La inactivación 
genética de Sfrp1 en un 
modelo de EA favorece la 
acumulación del fragmento 
sAPP-α. Secciones 
coronales de criostato del 
neocórtex de ratones 
APP/PS1 (a, c) y 
APP/PS1/Sfrp1
-/-
 (b, d) 
adultos de 9 meses de edad 
inmunoteñidas contra los 
anticuerpos APP (a, b) y 
sAPP-α (c, d). La proteína 
completa APP se expresa en 
niveles similares en el 
cerebro de los ratones 
silvestres (a) y mutantes (b). 
Nótese que los niveles de 
sAPP-α son mayores en el 
neocórtex de los ratones 
Sfrp1
-/- 
(d) comparado con 
el ratón silvestre (c). Las 




Además los ensayos de inmunohistoquímica utilizando el anticuerpo contra Aβ 
mostraron que los ratones APP/PS1/Sfrp1
-/- 
a los 4.5 meses de edad presentaban un número 
significativamente menor de placas (p=0.000) respecto a los ratones APP/PS1, estando las 





Figura 22. La inactivación de Sfrp1 en un modelo de ratón de EA disminuye el número de placas amiloides y la 
gliosis reactiva. Secciones coronales de criostato de ratones APP/PS1 (a, c, e) y APP/PS1/Sfrp1
-/-
 (b, d, f) adultos de 
4.5 meses de edad inmunoteñidas contra los anticuerpos anti-péptido Aβ 1- 40/42 (a, b), el marcador de astrocitos 
anti-GFAP (c, d) y el marcador de microglía activada anti-Mac1 (e, f). Las placas se marcaron además con la tinción 
rojo congo (c-d). Nótese cómo en el neocórtex de los ratones APP/PS1/Sfrp1
-/-
 el número de placas amiloideas se 
encuentra disminuido (b) comparado con los ratones APP/PS1 (a). Además, alrededor de las placas se localizan 
tanto astrocitos (c-d) como células de microglía activada (e-f), siendo el número de estas células menor en el ratón 
APP/PS1/Sfrp1
-/-
 (d, f) comparado con el ratón APP/PS1 (c, e). c´, d´ magnificaciones. Las barras de escala son 400 
µm (a-b) y 100 µm (c-f). 
 
Junto a las placas se observan acumulaciones de células gliales (Meyer-Luehmann et 
al., 2008). Con ensayos de inmunohistoquímica analizamos el proceso de gliosis utilizando el 
marcador “glial fibrillary acidic protein” (GFAP) de astrocitos y “macrophage antigen - 1” 
(Mac1) también conocido como CD11b que se expresa por las células de microglía activada y 
en reposo. Los análisis revelaron la presencia de astrocitos y células de microglía alrededor de 
las placas marcadas con la tinción con rojo Congo. Sin embargo, el número de células gliales 
estaba muy disminuido en los ratones APP/PS1/Sfrp1
-/-
 en comparación con los ratones 
APP/PS1 (Fig.22c-f). Así, estos ensayos demuestran que la gliosis relacionada con las placas 
está disminuida los ratones que carecen de Sfrp1.  
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Además, estudiamos si el número menor de placas observado en los ratones 
APP/PS1/Sfrp1
-/-
 se mantenía a lo largo del tiempo o por el contrario era un efecto transitorio 
compensado posteriormente. Para ello teñimos las placas con Tioflavina S a los 4.5 meses y 9 
meses de edad, y observamos que las placas eran menos numerosas en los ratones 
APP/PS1/Sfrp1
-/-
 comparado con los APP/PS1 en ambas edades (Fig.23). Estos datos indican 


























Figura 23. El descenso en el número de placas amiloides característico 
de los ratones deficientes en Sfrp1 se mantiene a lo largo del tiempo. 
Secciones coronales de criostato de ratones APP/PS1 (a, c) y 
APP/PS1/Sfrp1
-/-
 (b, d) adultos de 4.5 meses (a-b) y 9 meses (c-d) de edad 
teñidas con tioflavaina S, un tinte fluorescente que se une a estructuras 
ricas en láminas β presentes en placas amiloides. El descenso en el 
número de placas en los ratones APP/PS1/Sfrp1
-/-
 comparado con los 
ratones APP/PS1 se mantiene a lo largo del tiempo siendo 
estadísticamente significativo (e). Los valores de las gráficas se 
representan como media del número de placas/mm
2 
+/- el error estándar 
de media. Los análisis se realizaron usando la distribución t de Student; 
n≥3. ***p≤0.001 frente a APP/PS1. Las barras de escala son 400 µm. 
 
 
Por tanto, todos estos datos indican que niveles bajos o nulos de Sfrp1 favorecen el 
procesamiento no amiloidogénico de APP, lo que sugiere que Sfrp1 podría contribuir a la 







4.2.3. La inactivación genética de Sfrp1 previene la aparición de déficits comportamentales 
en los ratones APP/PS1 
Finalmente, nos plateamos si los cambios neuropatológicos afectaban al 
comportamiento de los animales. Para valorar esta posibilidad llevamos a cabo varias pruebas 
comportamentales.  
Antes de analizar el modelo de ratón APP/PS1 comenzamos estudiando animales 
silvestres y Sfrp1
-/- 
para comprobar si la carencia de Sfrp1 tenía algún efecto comportamental 
per se. Al valorar el rendimiento en memoria en el test de reconocimiento de objetos y el 
laberinto acuático de Morris no encontramos diferencias estadísticamente significativas entre 
los animales silvestres y los nulos de Sfrp1 (Fig.24a-b). La actividad locomotora de ambos 
grupos de animales tampoco se modificó significativamente en ninguno de los parámetros 
analizados (Fig.24c). Así, parece que los defectos corticales e hipocampales presentes en los 
ratones deficientes en Sfrp1 no conllevaron alteraciones severas en el comportamiento por lo 
que decidimos analizar estos mismo parámetros en el modelo de EA.  
 
Figura 24. La inactivación de Sfrp1 no causa defectos comportamentales. El rendimiento en el test de 
reconocimiento de objetos (a), en la fase de recuperación del laberinto acuático de Morris (b) así como en la 
exploración en campo abierto (c) de los ratones Sfrp1
-/-
 es similar al de los ratones silvestres. Los valores de las 
gráficas se representan como media +/- el error estándar de media. Los análisis se realizaron usando la distribución 
t de Student; n≥5.  
 
En este caso, al analizar el rendimiento en el test de reconocimiento de objetos, los 
datos revelaron una diferencia significativa (analizado mediante la prueba de ANOVA) en el 
tiempo total usado en la exploración de los objetos nuevos entre los animales silvestres, 
APP/PS1 y APP/PS1/Sfrp1
-/-
(p=0.000). Los animales APP/PS1 fallaban a la hora de reconocer el 
objeto nuevo mostrando alteraciones significativos en el rendimiento de memoria comparados 




En el test de memoria espacial, el laberinto acuático de Morris, observamos que todos 
los ratones mejoraban su rendimiento a la hora de localizar la plataforma escondida a lo largo 
de los cuatro días de adquisición. Sin embargo, esta capacidad se vio gravemente alterada en 
los ratones APP/PS1 durante los dos últimos días (ANOVA: p=0.003 para el tercer día de 
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adquisición y p=0.007 para el cuarto) (Fig.25c). Para evaluar la memoria a largo plazo usamos 
como índice el tiempo que pasaba el animal en el cuadrante donde se localizaba la plataforma 
en los días anteriores. En el ensayo de recuperación los ratones APP/PS1 permanecieron 
menos tiempo en el cuadrante comparados con los ratones silvestres (p=0.012) y los animales 
APP/PS1/Sfrp1
-/- 
(p=0.052) (Fig.25d). Descartamos que los efectos fueran debidos a la actividad 
locomotora asociada al nado, ya que los tres grupos de animales recorrían una distancia 
similar (datos no mostrados).  
 
Figura 25. La inactivación de Sfrp1 previene la aparición de déficits comportamentales en un modelo de EA. En el 
test de reconocimientos de objetos (a) el índice de reconocimiento se reduce significativamente en el grupo de 
ratones APP/PS1 en comparación con el grupo silvestre, sin embargo, esta reducción no se muestra en el grupo de 
ratones APP/PS1/Sfrp1
-/-
 siendo su rendimiento similar al grupo silvestre (***p≤0.001 frente a APP/PS1). En la 
exploración en campo abierto (b) los ratones APP/PS1/Sfrp1
-/-
 presentan un descenso en la actividad horizontal y 
vertical comparados con los ratones APP/PS1. Y finalmente, en el laberinto acuático de Morris tanto los índices de 
adquisición (c) como de recuperación (d) están reducidos en los animales APP/PS1 comparados con los animales 
APP/PS1/Sfrp1
-/-
 y silvestres (siendo la puntuación de estos dos últimos grupos similar). Los valores de las gráficas se 
representan como media +/- el error estándar de media. Ratones de 8 meses de edad. Los análisis se realizaron 
usando ANOVA de una vía seguido de test de Tukey; n≥5. *p≤0.05, **p≤0.01, ***p≤0.001 
 
Finalmente, en el análisis de la exploración en campo abierto los tres grupos de 
animales mostraron diferencias significativas en la actividad horizontal (p=0.047) y vertical 
(p=0.012) analizadas a través de ANOVA (Fig.25b). Los análisis Post hoc indicaron diferencias 
significativas en la actividad horizontal entre los grupos APP/PS1 y APP/PS1/Sfrp1
-/- 
(p=0.041) y 
diferencias significativas en la actividad vertical entre el grupo APP/PS1/Sfrp1
-/-
 comparado con 
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ratones silvestres (p=0.033) y APP/PS1/Sfrp1
-/-
 comparado con ratones APP/PS1 (p=0.017). En 
todos los casos el nivel de actividad de los ratones APP/PS1/Sfrp1
-/-
 era menor en comparación 
con el resto de grupos, lo cual permite excluir que los efectos hallados en los test previos se 
debieran a un incremento en la locomoción. Además, no se encontraron diferencias 
significativas en el número de levantamientos ni de estereotipias. Al igual que en los casos 
previos descartamos que los efectos fueran debidos al genotipo simple Sfrp1
-/-
 ya que estos 
animales tuvieron un comportamiento similar a los controles.  
Por tanto, podemos afirmar que la inactivación genética de Sfrp1 no tiene un efecto 
por si misma pero previene los defectos comportamentales característicos de un modelo de 
ratón de EA, observándose así una correlación entre los efectos histológicos/bioquímicos y los 
comportamentales de este grupo de animales.  
De forma conjunta, los datos presentados hasta el momento demuestran que Sfrp1 
juega un papel significativo tanto en el desarrollo de la corteza cerebral durante la etapa 
embrionaria, al intervenir sobre la formación del hipocampo y del neocórtex, como en el 


























































5. DISCUSIÓN  
Durante el desarrollo del ojo se ha demostrado que las Sfrps modulan positivamente la 
señalización Wnt y negativamente la actividad de ADAM10 afectando a la especificación y 
neurogénesis de la retina. En este estudio demostramos que esta doble función también se 
produce en el telencéfalo embrionario (Fig.29). Así, la inactivación genética de Sfrp1 modifica 
la proporción entre el primordio hipocampal y el neuroepitelio cortical y favorece la 
proliferación de los precursores y la neurogénesis neocortical. Junto a estos efectos en el 
desarrollo embrionario demostramos también que Sfrp1 regula el procesamiento de APP en la 
corteza cerebral adulta, lo que abre una importante puerta en relación a la EA. 
 
5.1. Sfrp1 contribuye al desarrollo de la corteza cerebral 
5.1.1 Sfrp1 es necesario para el establecimiento de la proporción entre territorio 
neocortical y el territorio hipocampal 
La especificación del primordio hipocampal está regulada por la vía de Wnt/β-catenina 
(Galceran et al., 2000; Lee et al., 2000; Yoshida et al., 2006; Zhou et al., 2004). Así, la 
sobreexpresión de moléculas que regulan negativamente la activación de esta vía, como el 
antagonista Dkk1 (Solberg et al., 2008) o que influye en la expresión de sus ligandos Wnts, 
como Fgf8 (Shimogori et al., 2004), afectan a su correcto desarrollo.  




 en el 
palio y contribuye a mantener la correcta proporción entre el primordio del hipocampo y el 
resto del campo cortical. Por ello, la eliminación genética de Sfrp1 produce una expansión del 
primordio neocortical caracterizado por la expresión del FT Foxg1
alto
, a expensas del 
hipocampal definido por la expresión de Lef1
alta
 y de Foxg1
bajo 
(Galceran et al., 2000; Muzio and 
Mallamaci, 2005). Esta reducción del primordio hipocampal durante el desarrollo embrionario, 
conlleva alteraciones en el adulto, donde observamos una disminución de las regiones CA y del 
giro dentado, sin afectar, sin embargo, a los procesos de memoria dependientes de hipocampo 
como indican los resultados en el test de Morris. Paralelamente, la expansión del primordio 
neocortical se refleja en la etapa postnatal en un incremento de la corteza cingulada. 
Sfrp1 es un modulador positivo y negativo de la vía se señalización de Wnt (Esteve et 
al., 2011b; Uren et al., 2000; Xavier et al., 2014). La reducción de la expresión de la diana 
directa axina2, indica que en ausencia de Sfrp1, la vía de Wnt/β-catenina se activa menos que 
en una situación control, sugiriendo que en este caso Sfrp1 actúa como un modulador positivo. 
Esta situación sería similar a la descrita durante el desarrollo de la retina, donde la vía de la β-
catenina es necesaria para especificar la retina periférica frente a la retina central. En este 
caso, la ausencia de Sfrp1/Sfrp2 causa una pérdida de retina periférica y una expansión de la 
central, ya que Sfrp1 es necesario para permitir la dispersión de los ligandos Wnt en el espacio 
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extracelular (Esteve et al., 2011b). En Xenopus también se ha demostrado que las Sfrps actúan 
como trasportadores de los ligandos Wnt, expandiendo así el área de señalización de Wnt/β-
catenina (Mii and Taira, 2009). Es por tanto posible especular que en el palio medial Sfrp1 
funcione de una forma similar, actuando como un transportador de los Wnts expresados en el 
hem cortical y por lo tanto permitiendo una correcta difusión de los ligandos desde el hem 
cortical hacia el primordio hipocampal. Alternativamente, dado que se ha demostrado que 
Sfrp1 es un antagonista de la vía no canónica (Matsuyama et al., 2009) la cual es un regulador 
negativo de la vía canónica (Grumolato et al., 2010; Li et al., 2011; Yan et al., 2001) podría 
argumentarse un efecto indirecto sobre la vía Wnt/β-catenina. Sin embargo, en retina se ha 
descartado esta posibilidad (Esteve et al., 2011b). También se ha demostrado que la 
inactivación de Fzd5, un receptor Wnt no canónico, no tiene efecto tampoco sobre la 
neurogénesis (Liu et al., 2008). 
Otro defecto observado en los embriones Sfrp1
-/-
 es la reducción del territorio del hem 
cortical como se desprende del dominio de expresión de los genes Wnt2b, Wnt3a y Wnt5a. 
Sfrp1 no se expresa en el hem cortical lo que sugiere un efecto indirecto que en este caso 
puede venir dado por los FT Foxg1 y Lhx2. Dado que estos FT regulan negativamente la 
expresión de Wnt (Mangale et al., 2008; Muzio and Mallamaci, 2005), la expansión observada 
en los mismos en ratones que carecen de Sfrp1 explica la reducción del hem cortical. 
 Wnt/β-catenina no sólo afecta a la especificación del hipocampo, sino también 
modula la proliferación y la migración de las células progenitoras granulares como muestran 
los animales nulos de Lef1 y LRP6 o bajo la expresión ectópica del antagonista de la vía Dkk1 
(Galceran et al., 2000; Solberg et al., 2008; Zhou et al., 2004). Sin embargo, los embriones 
Sfrp1
-/-
 presentan mayor activación de la vía de Notch en el palio medial, como se desprende 
de la expresión de la diana directa Hes5, un FT relacionado con el mantenimiento de la 
identidad de glía radial y el aumento en la proliferación (Gaiano et al., 2000; Mizutani et al., 
2007). Por tanto, las alteraciones hipocampales en los embriones Sfrp1
-/-
 se deben a un 
defecto de patrón más que a fallos en la proliferación. 
En su conjunto estos resultados demuestran que la función endógena de Sfrp1 en el 
palio medial es el mantenimiento de la proporción de tamaño entre el primordio hipocampal y 
el primordio neocortical (Fig. 26) actuando como un modulador positivo de la vía Wnt/β-
catenina. Proponemos que en el palio medial Sfrp1 favorece la expansión de las proteínas Wnt 
con el consecuente efecto sobre el desarrollo de la futura formación hipocampal, de forma 




Fig. 26. Papel de Sfrp1 en el desarrollo hipocampal (E12.5). La ausencia de Sfrp1 produce una expansión del 
neuroepitelio neocortical (amarillo) a expensas del primordio hipocampal (azul). Además el hem cortical (verde) 





5.1.2. Sfrp1 modula la proliferación de los precursores neurales y la neurogénesis  
El desarrollo de la corteza cerebral depende de los procesos de regionalización pero 
también de proliferación. En este sentido, la corticogénesis está finamente regulada por 
factores intrínsecos y extrínsecos que afectan al repertorio de generación de distintos subtipos 
neuronales (Elsen et al., 2013; Greig et al., 2013; Martynoga et al., 2012). Al estudiar la función 
de Sfrp1 en el palio dorsal, donde se expresa abundantemente, encontramos que esta 
proteína regula la proliferación de los progenitores neocorticales y afecta al número de 
neuronas diferenciadas (Fig.27). 
 
 
Fig. 27. Papel de Sfrp1 en la neurogénesis embrionaria cortical (E13.5). La ausencia de Sfrp1 produce un 
engrosamiento del palio dorsal encontrándose un aumento en el número de progenitores, tanto de las CGR 
(morado) como de las CPI (rojo) y en el número de neuronas diferenciadas (azul). Células de glía radial CGR, Células 
progenitoras intermedias CPI, Placa cortical PC, zona subventricular ZSV y zona ventricular ZV.  
 
Nuestros resultados muestran que en etapas tempranas del desarrollo la inactivación 
genética de Sfrp1 incrementa el número de los progenitores neurales en el palio dorsal al igual 
que se observó en retina neural (Esteve et al., 2011a). Los mecanismos moleculares que 
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explican estos efectos son al menos dos, por una lado la vía de Notch y por otro la vía β-
catenina.  
Se ha demostrado que la vía de Notch es necesaria para mantener la auto-renovación 
de las CGR durante la embriogénesis (Gaiano et al., 2000) a través de mecanismos 
dependientes de CSL/CBF1 (Mizutani et al., 2007). Para activar la vía, una vez unido el ligando, 
el receptor Notch debe ser procesado por ADAM10 y posteriormente por el complejo γ-
secretasa, generándose el fragmento NICD (Hartmann et al., 2002; Jorissen et al., 2010). En 
este sentido, el telencéfalo de los embriones Sfrp1
-/-
 presenta un incremento en el fragmento 
NICD y como consecuencia una expresión aumentada de Hes5, una diana directa de la vía de 
Notch, lo que indica un mayor procesamiento del receptor y por tanto de la activación de la vía 
canónica. Por tanto, Sfrp1 en el neocórtex, de forma similar a lo que sucede en la retina central 
(Esteve et al., 2011a), actúa como un regulador negativo de la actividad de ADAM10 afectando 
a la proliferación de las CGR.  
Sin embargo, el incremento en la expresión de Hes5 en los ratones Sfrp1
-/-
 es 
transitorio y se restringe a la corticogénesis temprana ya que en periodos posteriores su 
expresión disminuye. Este efecto transitorio tiene al menos dos explicaciones. Por un lado el 
patrón dinámico de localización de Sfrp1. En estadios tempranos la proteína Sfrp1 se localiza 
de forma abundante en la ZV, coincidiendo con la expresión de los receptores Notch, mientras 
que con el paso del tiempo difunde hacia la ZSV, donde se encuentran los ligandos de Notch 
(Yoon et al., 2008). ADAM10 procesa tanto los receptores como los ligandos Notch, activando 
e inhibiendo respectivamente la vía (Yang et al., 2006). Por tanto, la difusión de Sfrp1 podría 
estar detrás incremento inicial y disminución posterior de la activación de Notch. 
Alternativamente, otra explicación puede estar en el agotamiento del grupo de progenitores. 
Aunque a partir de los resultados relativos a la mitosis en la ZV se detecta en estadios tardíos 
un ligero incremento en el número de células número total de células PH3 positivas que no 
llega a ser significativo.  
Los miembros de la familia Hes reducen la transcripción de los ligandos de Notch 
(Shimojo et al., 2008), sin embargo, el número de células que expresan Dll1 en los embriones 
mutantes Sfrp1 está incrementado en estadios tempranos. Se ha demostrado que la fuente 
primaria de ligandos viene no sólo de las neuronas recién generadas sino también las CPI que 
pueden influir positivamente en el mantenimiento y la proliferación las CGR al actuar como 
células presentadoras de los ligandos Notch (Yoon et al., 2008). En esta misma línea se ha 
descrito que las CPI son una fuente de Dll1 que interaccionan dinámicamente con las CGR 
(Nelson et al., 2013). Así, el alto número de CPI y el incremento en el número de neuronas 
diferenciadas en embriones mutantes Sfrp1 explican el mayor número de células que expresan 
Dll1. Sin embargo, este efecto no se va a trasladar en una mayor activación de la vía con el 
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paso del tiempo debido a la acción de ADAM10 sobre los ligandos anteriormente explicado 
(Yang et al., 2006). 
El papel de Notch sobre las CPI es opuesto al que ejerce en las CGR ya que la activación 
de la vía impide la iniciación de la cascada Ngn2-Tbr2 (Ochiai et al., 2009) evitando así la 
transición de CGR a CPI (Nelson et al., 2013; Ohata et al., 2011). Esto contrasta con el aumento 
del número de mitosis de las CPI y el incremento de CPI observado en los en los embriones 
nulos para Sfrp1 durante la neurogénesis temprana. Sin embargo, el papel multifuncional de 
Sfrp1 y su relación con la vía β-catenina puede explicar esta situación. El ratón reportero de 
Axina2 en E14.5 revela una menor señalización β-catenina en la ZSV frente a la ZV (Mutch et 
al., 2010) siendo la vía aún activa en las CPI neocorticales (Munji et al., 2011). En los ratones 
nulos de Sfrp1, a pesar de presentan una ZSV incrementada, esta diferencia no se aprecia en 
E12.5 debido a la menor activación de la vía como se observa a partir del descenso en la 
expresión de la axina2. Wnt/β-catenina funciona como un regulador negativo en la generación 
de las CPI (Kuwahara et al., 2010; Mutch et al., 2010; Wrobel et al., 2007), retrasa la transición 
de CGR a CPI (Kuwahara et al., 2010; Wrobel et al., 2007) e induce la diferenciación temprana 
de las CPI en neuronas (Munji et al., 2011). Por tanto, este descenso en la activación de la vía 
podría explicar el incremento en el número de CPI en los animales nulos de Sfrp1. Sin 
embargo, debido a la relación precursor-producto entre las CGR y las CPI es difícil aislar los 
efectos de la vía Wnt/β-catenina sobre las CPI (Harrison-Uy and Pleasure, 2012). 
β-catenina además de jugar un papel sobre la transcripción, también está implicada en 
los procesos de adhesión célula-célula al estar unida a N-cadherina, o en la polaridad. La 
pérdida de estas dos funciones produce una conversión inmediata de CGR a CPI (Cappello et 
al., 2006). N-cadherina es un sustrato de ADAM10 (Pruessmeyer and Ludwig, 2009), que 
mantiene la adhesión de las CGR por uniones homofílicas. También activa la vía β-catenina de 
forma independiente a Wnt a través de la actuación de Akt, manteniendo así el nicho de 
células progenitoras (Zhang et al., 2013; Zhang et al., 2010). Sin embargo, a partir de nuestros 
datos no podemos concluir que los embriones deficientes en Sfrp1 presenten un mayor 
procesamiento de N-cadherina. Por tanto, sería necesario explorar esta posibilidad en mayor 
detalle. 
Finalmente, la inactivación genética de Sfrp1 conlleva un incremento en el número de 
las primeras neuronas en diferenciarse y cambios en el neocórtex postnatal. El aumento en la 
proliferación observado en los mutantes Sfrp1
-/-
 no se compensa con el paso del tiempo y se 
refleja en un mayor grosor cortical debido al aumento del número de células en las capas 
profundas y en menor medida en las superficiales. A pesar de los defectos corticales, la 
memoria de reconocimiento y la espacial así como la actividad locomotora de estos animales 
no se encuentra afectada significativamente.  
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Por tanto, los resultados presentados aquí demuestran que Sfrp1 es un factor 
extrínseco que influye en la proliferación de las dos principales poblaciones de progenitores a 
través de la modulación de la actividad de la vía de Notch y de la vía β-catenina. Este efecto se 
refleja postnatalmente en cambios significativos neocorticales.  
 
5.2. Sfrp1 regula el procesamiento de APP  
Tras el desarrollo embrionario de la corteza cerebral, ésta es susceptible de alterarse a 
lo largo de todo el ciclo vital. La EA es uno de los trastornos neurodegenerativos más comunes 
asociados a la corteza, que se caracteriza por una sobreproducción o falta de eliminación del 
péptido Aβ y la agregación del mismo en formas de placas seniles, hiperfosforilación de Tau e 
inflamación, entre otras alteraciones (Querfurth and LaFerla, 2010). Por ello, es importante 
determinar qué factores están implicados directa o indirectamente en la generación de dicho 
péptido para mejorar el diagnóstico o tratamiento de este cuadro. Sfrp1 se detecta en la edad 
adulta (Augustine et al., 2001) y su expresión aumenta en la EA (Blalock et al., 2004), lo que 
sugiere un papel para Sfrp1 en esta enfermedad. Aquí este papel se confirma ya que 
demostramos que Sfrp1 tiene capacidad para modular el procesamiento de APP (Fig. 28) tanto 
en animales silvestres como en un modelo de EA. 
 
Fig. 28. Papel de Sfrp1 sobre el procesamiento de APP. En un modelo de EA, APP recién sintetizado pasa del 
aparato de Golgi a la membrana plasmática donde será procesado por la vía no amiloidogénica (ADAM10 y 
complejo γ secretasa) generando el fragmento soluble sAPPα (1). La proteína no procesada pasa entonces al 
endosoma temprano donde se procesará por la vía amiloidogénica (BACE1 y el complejo γ-secretasa) favoreciendo 
la generación del fragmento Aβ (2). Finalmente la proteína APP no procesada volverá al aparato de Golgi (3) 
repitiéndose el ciclo anterior. En ausencia de Sfrp1, la actividad de ADAM10 aumenta, lo que produce un 
incremento en los niveles del fragmento soluble sAPPα y como consecuencia un descenso en el péptido Aβ por 
quedar menos APP sin procesar. Nota: esquema simplificado donde sólo se muestran los fragmentos sAPPα y Aβ. 
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La proteólisis amiloidogénica de APP se lleva a cabo por la β-secretasa BACE1 mientras 
que la no-amiloidogénica se produce a través de la actividad α-secretasa ADAM10, y bajo 
condiciones específicas ambas vías pueden competir (Kim et al., 2008; Postina et al., 2004). 
Nuestros datos demuestran que la inactivación genética de Sfrp1 favorece el procesamiento 
no amiloidogénico frente al amiloidogénico. Esta conclusión se deriva inicialmente a partir de 
varios datos. En primer lugar, APP, ADAM10 y Sfrp1 se expresan de forma muy abundante en 
el epéndimo que rodea los ventrículos laterales. En segundo lugar, la generación del fragmento 
sAPPα está incrementada alrededor de los ventrículos en ratones nulos para Sfrp1 comparado 
con los silvestres durante la edad adulta, lo que confirma de nuevo el papel de Sfrp1 como 
modulador negativo de la actividad ADAM10. Y en tercer lugar, los agregados del péptido Aβ 
en ratones deficientes en Sfrp1 se reducen. 
Para profundizar en el papel de Sfrp1 sobre el procesamiento de APP y sus 
implicaciones comportamentales usamos modelo murino de EA donde se favorece el corte 
mediado por la β-secretasa BACE1 y el desplazamiento de la ratio Aβ 40:42 hacia Aβ42. En este 
modelo la deficiencia de Sfrp1 inhibe la formación del péptido Aβ como se observa a partir del 
descenso en el número de placas amiloides en los ratones APP/PS1/Sfrp1
-/- 
comparado con los 
ratones APP/PS1. La actividad de ADAM10 previene la producción del péptido Aβ (Kojro et al., 
2001; Postina et al., 2004; Tippmann et al., 2009; Vassar et al., 1999) al proteolizar APP dentro 
del dominio Aβ (Kuhn et al., 2010) y a través de la modulación negativa que ejerce el 
fragmento sAPPα sobre BACE1 (Obregon et al., 2012). Así, la deficiencia en Sfrp1 tanto en 
ratones silvestres como en un modelo de EA disminuye la carga amiloidea, siendo este 
descenso mantenido a lo largo del tiempo.  
Junto a ello, también observamos una disminución en la astrogliosis y microgliosis, lo 
que sugiere que estos ratones presentan un proceso inflamatorio reducido. La activación de 
células microgliales y de astrocitos puede producirse por los oligómeros del péptido Aβ, 
especialmente los dímeros (Haass and Selkoe, 2007; Jin et al., 2011; Walsh and Selkoe, 2007) 
ya que inducen neuroinflamación (Hardy and Selkoe, 2002; Querfurth and LaFerla, 2010). En 
este sentido, la eliminación condicional de ADAM10 bajo el promotor de la CaMkIIα, además 
de aumentar la carga amiloidea, induce astrogliosis y microgliosis (Prox et al., 2013). Estos 





presentar una mayor funcionalidad de ADAM10, se reduce tanto la carga amiloidea como los 
procesos inflamatorios asociados.  
La actividad de ADAM10, además de prevenir la producción del péptido Aβ, favorece la 
generación del fragmento sAPPα, así una actividad disminuida de ADAM10 produce descensos 
en los niveles de sAPPα junto a un aumento en la producción de péptidos Aβ (Epis et al., 2010; 
Kim et al., 2009; Suh et al., 2013). Los ratones APP/PS1/Sfrp1
-/-
 presentan un incremento en los 
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niveles del fragmento sAPPα comparado con los ratones APP/PS1. Por tanto y de forma 
conjunta, la inactivación genética de Sfrp1 favorece el procesamiento no amiloidogénico de 
APP, como se desprende del descensos en el número de placas y el incremento en el 
fragmento sAPPα. Por ello, niveles altos de Sfrp1 podrían ser un factor de riesgo para la EA al 
regular negativamente la actividad proteolítica de ADAM10.  
La homología estructural entre el dominio NTR de Sfrp1 (dominio C-terminal) y las 
TIMPs (dominio N-terminal) (Banyai and Patthy, 1999; Bovolenta et al., 2008) sugiere una 
funcionalidad parecida para estas proteínas como moduladores negativos de 
metaloproteinasas, repercutiendo sobre el procesamiento de APP y por tanto interviniendo en 
la EA. Así, la sobreexpresión de TIMP3 o el tratamiento con medio condicionado rico en TIMP3 
en células COS-7 provocan un descenso en los niveles de APP y ADAM10 en la membrana 
plasmática, sin afectar su expresión total. Se reduce de esta forma la proteólisis no-
amiloidogénica favoreciéndose la amiloidogénica lo que da como resultado un aumento en la 
producción del péptido Aβ (Hoe et al., 2007). Aunque nuestros resultados apuntan en la misma 
dirección el mecanismo de acción es diferente, mientras que TIMP3 afecta a la localización de 
ADAM10 y APP en la membrana plasmática (Hoe et al., 2007) Sfrp1 modifica la actividad 
proteolítica de esta enzima (Esteve et al., 2011a), siendo posible que las diferencias en la 
estructura del dominio NTR expliquen los distintos mecanismos de supresión de las 
metaloproteinasas (Oldefest et al., 2015) o que el dominio CRD de Sfrp1 sea necesario para 
regular la actividad de ADAM10. Cabe destacar que los niveles proteicos de TIMP3 están 
incrementados en el hipocampo de humanos con EA (Hoe et al., 2007). Además, resultados de 
nuestro laboratorio demuestran que los niveles de ARNm y proteína Sfrp1 están aumentados 
tanto en un modelo murino de EA como en el cerebro y plexo coroideo de pacientes con esta 
enfermedad (artículo en preparación). 
El papel Sfrp1 como inhibidor de proteinasas es compartido por otros miembros de la 
familia de Sfrp. Así, Sizzled y Crescent, dos proteínas no presentes en mamíferos, inhiben 
proteinasas tipo Tolloid/BMP1 (Bijakowski et al., 2012; Lee et al., 2006; Ploper et al., 2011). 
Sfrp3, por otro lado disminuye la expresión de MMP9 en células de cáncer de próstata a través 
de la vía β-catenina (Zi et al., 2005); y recientemente se ha demostrado que Sfrp3 actúa como 
un inhibidor de la actividad proteasa de ADAM17 en los condrocitos (Oldefest et al., 2015). Por 
tanto, parece que es una función común para las proteínas Sfrps.  
Los cambios bioquímicos encontrados en los ratones APP/PS1/Sfrp1
-/-
 tienen 
consecuencias comportamentales. Por ello, estos animales presentan un mejor rendimiento en 
todos los test utilizados comparado con los ratones APP/PS1. Esta diferencia puede ser debida 
a la disminución del péptido Aβ. La neurotoxicidad del péptido Aβ y su efecto negativo sobre 
los procesos de memoria se debe mayoritariamente a su sobreproducción o su falta de 
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eliminación (Palop and Mucke, 2010; Walsh and Selkoe, 2007) ya que la presencia de bajas 
concentraciones de Aβ tiene una función fisiológica no patológica que mejora la plasticidad 
sináptica y la memoria (Kamenetz et al., 2003; Palop and Mucke, 2010; Puzzo et al., 2008; 
Puzzo et al., 2012). Se ha descrito que los oligómeros de Aβ procedentes de cerebros humanos 
con EA e inyectados en roedores vivos disminuye la potenciación a largo plazo (LTP) en el 
hipocampo y altera los procesos de memoria (Cleary et al., 2005; Gong et al., 2003; Haass and 
Selkoe, 2007; Shankar et al., 2008; Walsh et al., 2002) siendo estos efectos neutralizados con la 
adición del anticuerpo contra Aβ (Klyubin et al., 2005).  
Además, cabe destacar el papel neuroprotector sAPPα soluble. Una mutación en APP 
que evita que se produzca el corte en el sitio alfa lleva a los animales a una neurodegeneración 
severa y defectos comportamentales (Moechars et al., 1996). Por el contrario, la infusión 
intracerebroventricular (icv) del fragmento sAPPα aumenta el rendimiento en memoria en 
ratones silvestres favoreciendo la consolidación de memoria y revirtiendo la amnesia causada 
por la administración del antagonista colinérgico escopolamina (Meziane et al., 1998). El 
fragmento sAPPα también incrementa la LTP (Ishida et al., 1997) y corrige los daños en 
memoria espacial y en la LTP presentes en ratones nulos de APP (Ring et al., 2007). Asimismo, 
en pacientes de EA los niveles del fragmento sAPPα en el LCR están disminuidos, lo que 
correlaciona con los defectos en memoria (Almkvist et al., 1997; Fellgiebel et al., 2009; Sennvik 
et al., 2000). 
Finalmente, aunque la EA se considera como una enfermedad relacionada con el 
acúmulo de amiloide, otras investigaciones sugieren que la causa primaria no es el péptido Aβ 
sino otras variables como por ejemplo, el efecto de la hiperfosforilación de Tau, la inflamación, 
el fallo de la autofagia y la función lisosomal, las alteraciones mitocondriales o la pérdida de la 
homeostasis del Ca2
+
, entre otros (Querfurth and LaFerla, 2010). La EA es una entidad 
patológica compleja que no se explica fácilmente con el modelo lineal simple de la hipótesis de 
la cascada amiloidea (Herrup, 2015). El péptido Aβ parece ser necesario pero no suficiente 
para causar EA, desencadenando los cambios patogénicos del cerebro que finalmente 
culminan en neurodegeneración y pérdida de la integridad de la red neuronal cerebral (Musiek 
and Holtzman, 2015). Así, además del papel de Sfrp1 sobre la actividad de ADAM10, otras 
alternativas pueden ser relevantes como por ejemplo su relación con la vía Wnt.  
La vía Wnt se relaciona con la EA fundamentalmente por su función sobre la 
plasticidad sináptica, la cual se encuentra gravemente alterada en pacientes con EA como se 
demuestra por la disminución de la densidad sináptica y la atrofia neurítica (Herrup, 2015). 
Existen datos que asocian tanto la señalización canónica como la no canónica con la EA. En 
relación con la primera cabe destacar que en pacientes con EA se detectan niveles altos de 
DKK1 en biopsias de cerebro, una proteína que específicamente inhibe la vía Wnt/β-cantenina, 
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junto a descensos en la expresión del correceptor LRP6 y por tanto disminución de la 
señalización canónica de Wnt (Liu et al., 2014; Purro et al., 2014). Estudios en roedores han 
demostrado además que la neutralización de Dkk1 disminuye los efectos neurotóxicos del 
péptido Aβ (Purro et al., 2014), y que la ausencia del co-receptor Lrp6 en un modelo de ratón 
APP/PS1 favorece el procesamiento amiloidogénico y la generación del péptido Aβ, el cual 
sinérgicamente inhibe la vía de Wnt y lleva a una disfunción sináptica (Liu et al., 2014). 
Además, en un contexto de ambiente enriquecido, Wnt7a/b favorece la sinaptogénesis 
(Gogolla et al., 2009).  
En relación a la vía no canónica se ha descrito en cultivos de neuronas hipocampales, 
que la estimulación de alta frecuencia, un protocolo que induce LTP, incrementa la localización 
de Fz5 en la sinapsis (Sahores et al., 2010). Junto a ello, la administración icv en roedores de 
Wnt5a junto al péptido Aβ25-35 inhibe los defectos en LTP y memoria espacial inducidos por el 
péptido Aβ25-35 administrado aisladamente (Zhang et al., 2015). Por tanto, la activación 
diferentes vías de Wnt previenen los defectos asociados a las neuronas en la EA. Llama la 
atención que el efecto de las dos vías vaya en la misma dirección debido al balance negativo 
que existe entre ambas (Grumolato et al., 2010; Li et al., 2011; Yan et al., 2001) aunque podría 
hipotetizarse que durante la edad adulta dicha interacción se modifique.  
Las Sfrps juegan un papel bloqueando los efectos de los Wnt. En este sentido, algunos 
estudios demuestran que la administración de Sfrp1 recombinante a través de una cánula en 
CA3 suprime la sinaptogénesis asociada a los estudios de ambiente enriquecido (Gogolla et al., 
2009). Además, Sfpr1 y Sfrp3 evitan que los receptores Fz5 se localicen en la sinapsis ante un 
protocolo de estimulación de alta frecuencia (Sahores et al., 2010) y finalmente Sfrp2 inhibe 
los efectos inducidos por Wnt5a (Zhang et al., 2015). Estos datos contrastan con los resultados 
que mostramos previamente durante el desarrollo embrionario, donde Srp1 funciona como 
modulador positivo de la vía. Por tanto, sería interesante explorar si en la edad adulta el efecto 
es similar.  
Resumiendo, los resultados presentados demuestran una función para Sfrp1 en la 
modulación del procesamiento de APP, tanto en ratones silvestres como en un modelo de EA 
(Fig. 29). Esta función, además de confirmar el papel de Sfrp1 como modulador negativo de 
ADAM10, tiene consecuencias relevantes en el comportamiento y supone importantes 









Fig. 29. Resumen del papel de Sfrp1 en la corteza cerebral durante el desarrollo embrionario (Regionalización y 
Proliferación) y en neurodegeneración (Enfermedad de Alzheimer). CGR célula de glía radial, CPI célula progenitora 




















































6. CONCLUSIONES  
 




difundiendo desde su dominio de expresión. 
2. La ausencia de Sfrp1 causa una expansión del primordio neocortical a expensas del 
primordio hipocampal. 
3. La inactivación genética de Sfrp1 produce un incremento en el tamaño de la corteza 
cingulada y una disminución del hipocampo en la etapa postnatal. 
4. La deficiencia de Sfrp1 incrementa el número de progenitores en el palio dorsal, 
promoviendo la generación de un mayor número de neuronas. 
5. Sfrp es necesario para la activación de la vía Wnt/β-catenina y la inhibición de la 
actividad de ADAM10.  
6. La ausencia de Sfrp1 incrementa el fragmento sAPPα y reduce el péptido Aβ.  
7. La inactivación genética de Sfrp1 previene la pérdida de memoria normalmente 
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